Campos electromagnéticos ‘e hipertermia dafan

irreparablemente las células cancerosas.
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Resumen

Introduccién: Se estd desarrollando el uso de radiaciones no ionizantes (NIR), como los
campos de tratamiento de tumores, los ultrasonidos de alta intensidad enfocados (HIFU) o
las microondas de alta frecuencia, para el tratamiento del cdncer. Sin embargo,-en la
actualidad, sus aplicaciones y eficacia son limitadas. En términos de combinaciones
potenciales, se ha investigado ampliamente el uso de nanoparticulas magnéticas
biocompatibles como mediadores de calor. Sin embargo, el desarrollo de medios de nano
medicacion mas eficientes que puedan exhibir tasas de absorcién especificas elevadas sigue

siendo un problema sin resolver.

Objetivo: Investigar si los campos magnéticos aplicados externamente y una NIR inductora

de calor afectan la viabilidad celular del tumor.

Métodos: Bajo condiciones in vitro, se trataron diferentes células cancerosas humanas
(melanoma A2058, carcinoma de pancreas AsPC1, carcinoma de mama MDA-MB-231) con
la combinacion de campos electromagnéticos (EMFs, usando solenoides) e hipertermia (HT,
usando un bafio termostatado). También se estudio el efecto de la NIR en combinacién con
la quimioterapia estandar y la terapia dirigida. Se probd un dispositivo experimental que

combina EMFs y HT inducida por HIFU en vivo.

Resultades: Los EMFs (25 uT, 4h) o HT (52°C, 40 min) tienen un efecto limitado en la
viabilidad celular del cancer in vitro. Sin embargo, su combinacién disminuye la viabilidad a
aproximadamente 16%, 50% y 21% de los valores de controles en las células A2058, AsPC1

y MDA-MB-231, respectivamente.

La permeabilidad lisosomal aumentada, la liberacién de cathepsinas en el citosol y la
activacion de la muerte celular dependiente de las mitocondrias son los mecanismos

subyacentes. Las células cancerosas podrian ser eliminadas completamente combinando



EMFs, HT y quimioterapia estandar o EMFs, HT y terapia anti-Hsp70 dirigida. Como prueba
de concepto, los experimentos in vivo realizados en xenotrasplantes de AsPC1 muestran que
la combinacién de EMFs, HT inducida por HIFU y gemcitabina induce una regresién drastica

del cancer.

Conclusion: Las NIR no invasivas (EMFs y, por ejemplo, HT inducida por HIFU) muestran
eficacia anticancerigena y pueden complementar las oncoterapias actuales. Esta estrategia,
asociada a la quimioterapia estandar o terapia dirigida, puede facilitar la eliminacién de los

canceres que se pueden identificar mediante técnicas de imagen.

Palabras llave: Radiaciones no ionizantes; Campos electromagnéticos; hipertermia; cancer,

terapia; Muerte de células cancerosas.

Abreviaturas: EMFs, campos electromagnéticos; HT, hipertermia; RF EMFs, campos
electromagnéticos de frecuencia de radio; HIFU, ultrasonidos de alta intensidad enfocados;
FCS, suero fetal de ternero inactivado por calor; f, frecuencia; L, inductancia; SCF, fraccion
solubre citosdlica; Cyt C, citocromo C; AIF, factor inductor de apoptosis; Hsp, proteina de
choque térmico; MMP, potencial de membrana mitocondrial; TPMP, triphenylphosphonium
cationico lipofilico; cyt, citosdlico; mt, mitocondrial; GSH, glutatién; LC/MS, cromatografia
liquida/espectrometria de masas; Ac-DEVD-pNA, N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilida; Z-
DEVD-FMK, Z-Asp-Glu-Val-Asp-fluorometilcetona; shRNA, pequefia RNA en forma de bucle;
NIR, radiaciones noionizantes; ROS, especies reactivas de oxigeno; HS, choque térmico; PAC,
paclitaxel; GEM, gemcitabina; PT, pterostilbeno; Az, apoptozol; MRgFUS, ultrasonido

focalizado guiado por resonancia magnética.



1. Introduccion

El cdncer es una enfermedad compleja que se caracteriza por el crecimiento y la
proliferacién descontrolada de células anormales en el cuerpo. La fisiopatologia del cancer
es compleja y se sabe que involucra multiples mecanismos moleculares y celulares que
contribuyen a la formaciéon y desarrollo de tumores, asi como a la propagaciéon de
metastasis. Ademas, la adquisicién de resistencia a la quimioterapia y radioterapia sigue

siendo un gran desafio en el tratamiento del cancer.

Esta es una enfermedad que afecta a millones de personas en todo el mundo y se caracteriza
por la proliferacion descontrolada de células anormales en el cuerpo. A medida que estas
células anormales se dividen y crecen sin control, pueden formar tumores y propagarse a
través del cuerpo en lo que se conoce como metastasis. La fisiopatologia del cancer es
compleja y se sabe que involucra mdltiples mecanismos moleculares y celulares que
contribuyen a la formacion y .desarrollo de tumores, asi como a la propagacion de
metdstasis. Entre los factores que pueden contribuir.a la aparicidén del cdncer se encuentran

la edad, el género, la genética, el estilo de vida y los factores ambientales.

Ademas, el cancer es una enfermedad que presenta grandes desafios en su tratamiento. La
adquisicion de resistencia a la quimioterapia y radioterapia sigue siendo uno de los mayores
obstaculos en la lucha contra el cancer. Aunque se han logrado avances significativos en el
diagndstico y tratamiento del cancer, aun queda mucho por hacer para desarrollar terapias
mas efectivas y mejorar la calidad de vida de las personas afectadas por esta enfermedad.
Por ello, se necesitan investigaciones continuas para comprender mejor la biologia del
cancer y desarrollar terapias mas precisas y personalizadas para cada tipo de cdncer y

paciente.

A pesar de los avances en la investigacion y el desarrollo de nuevas terapias, algunos tipos

de cancer todavia tienen una alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas. Es por



eso que se estan explorando nuevas estrategias terapéuticas, como el uso de compuestos
naturales como el pterostilbeno, y tecnologias innovadoras como las radiaciones

electromagnéticas y los campos de tratamiento de tumores (TTFields).

El cdncer sigue siendo una de las enfermedades mas devastadoras en todo el mundo, a pesar
de los significativos avances en la investigacidn y el desarrollo de nuevas terapias en las
ultimas décadas. Aunque se han logrado mejoras en la deteccién temprana y en el
tratamiento de algunos tipos de cancer, todavia hay muchos tipos de cancer que‘presentan

una alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas.

Por esta razon, la comunidad cientifica y médica continla explorando nuevas estrategias
terapéuticas para combatir esta enfermedad. Entre estas estrategias; se encuentran el uso
de compuestos naturales como el pterostilboeno; que han mostrado tener propiedades
antitumorales y ser capaces de inhibir lajproliferacion celular y la angiogénesis, entre otros

mecanismos.

Ademas, también se estdn investigando tecnologias innovadoras como las radiaciones
electromagnéticas y los campos de tratamiento de tumores (TTFields), que tienen como
objetivo destruir las células tumorales a través de la aplicacién de campos eléctricos de baja
intensidad. Estas. nuevas estrategias terapéuticas tienen el potencial de mejorar

significativamente la eficacia del tratamiento y la calidad de vida de los pacientes con cancer.

En este contexto, la hipertermia en oncoterapia se ha convertido en una opcidn
prometedora para mejorar la eficacia del tratamiento contra el cancer. La hipertermia utiliza
calor para destruir las células cancerosas, lo que puede mejorar la respuesta a la
guimioterapia y la radioterapia, asi como reducir los efectos secundarios del tratamiento.
Ademas, la combinacién de TTFields con técnicas no invasivas de induccién de hipertermia
localizada, como la hipertermia magnética y la terapia fototérmica, ha demostrado ser

efectiva en el tratamiento de tumores cerebrales y de piel.



Bajos estos parametros, el pterostilbeno se presenta como un compuesto natural con
potencial terapéutico en el tratamiento del cdncer, gracias a sus propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias. La combinacidon de pterostilbeno con la hipertermia o las TTFields
también puede mejorar la eficacia del tratamiento del cancer. En este articulo, se revisaran
los principales hallazgos en torno a estos temas y se discutiran las implicaciones clinicas y

terapéuticas para el tratamiento del cancer.

La investigacion del cancer es un campo en constante evolucién, ya que se trata de una
enfermedad compleja y heterogénea que afecta a millones de personas en todo el mundo.
La fisiopatologia del cancer, el desarrollo de metastasis y la adquisicion de resistencia a la
guimioterapia y radioterapia son solo algunos de los factores que complican el tratamiento
de esta enfermedad. Ademas, existen canceres con alta mortalidad y necesidades médicas

no cubiertas, lo que hace que la busqueda de terapias innovadoras y efectivas sea crucial.

A medida que la investigacidon del cancer avanza, se estan descubriendo nuevos mecanismos
moleculares y celulares implicados en la formacidon y progresion de tumores. La
identificacién de biomarcadores especificos y la caracterizacién de la heterogeneidad
tumoral estdn abriendo nuevas posibilidades en la personalizacion de tratamientos y la
mejora de la supervivencia de los pacientes. Ademas, la investigacion también se enfoca en
el desarrollo de terapias combinadas y en la optimizacion de la secuencia de tratamientos
para aumentar su eficacia'y minimizar los efectos secundarios. La creciente importancia de
la inmunoterapia en el tratamiento del cancer y la investigaciéon en terapias génicas y
celulares también estdn revolucionando el campo. Sin embargo, a pesar de los avances,
todavia hay mucho por hacer en la lucha contra el céncer, y la colaboracién entre
investigadores, clinicos y pacientes es fundamental para avanzar en la prevencion, deteccién

y tratamiento de esta enfermedad devastadora.



En este contexto, el pterostilbeno, un compuesto presente en varias plantas y alimentos, ha
surgido como una prometedora opcidn terapéutica en la lucha contra el cdncer. Ademas, se
estan explorando nuevas técnicas de tratamiento, como las radiaciones electromagnéticas
y los tumor treating fields (TTFields), que utilizan campos eléctricos para inhibir el

crecimiento tumoral.

Otra técnica en constante evolucidn es la hipertermia en oncoterapia, que utiliza el calor
para destruir las células cancerosas. Ademas, se estd investigando la asociacién de TTFields
con técnicas no invasivas de induccion de hipertermia localizada; como la hipertermia
magnética y la terapia fototérmica, que han mostrado eficacia en el tratamiento de tumores
cerebrales y de piel. En conjunto, estas terapias pueden mejorar la eficacia-del tratamiento

y mejorar la calidad de vida de los pacientes con cancer.

El cancer es una enfermedad compleja que se caracteriza por el crecimiento y la
proliferacién descontrolada de células anormales en el cuerpo [1]. La fisiopatologia del
cancer es compleja y se sabe que involucra multiples mecanismos moleculares y celulares
gue contribuyen a la formacién. y desarrollo de tumores, asi como a la propagacion de
metastasis [2]. Ademas, la adquisicion de resistencia a la quimioterapia y radioterapia sigue

siendo un gran desafio en el tratamiento del cancer [3].

Existen varios tipos de cancer, que se clasifican segun el tipo de célula que se ve afectada y
su origen en el cuerpo [4]: Los canceres mas comunes incluyen el cdncer de pulmdén, mama,
colon'y prdstata, aunque también existen otros tipos menos frecuentes [5]. El diagndstico
temprano es fundamental para el tratamiento efectivo del cancer, y se pueden utilizar
diferentes técnicas de imagen, como la tomografia por emisién de positrones (PET) y la

resonancia magnética (RM), para detectar y localizar los tumores [6].

Por ejemplo el Cancer de pulmdn es el tipo de cancer mas comun y letal en todo el mundo.

Se produce cuando las células anormales en los pulmones crecen fuera de control y forman



tumores. Existen dos tipos principales de cancer de pulmén: el cancer de pulmén de células
no pequefias (CPCNP) y el cancer de pulmdn de células pequefias (CPCP). EI CPCNP es el tipo
mas comun y representa el 80% de los casos de cancer de pulmdn [7]. El tabaquismo es el
factor de riesgo mas importante para desarrollar cancer de pulmén, aunque también puede

ser causado por la exposicidn a sustancias quimicas y gases toxicos.

En el Cancer de mama que es el tipo de cancer mas comun entre las mujeres;y se produce
cuando las células mamarias comienzan a crecer fuera de control y forman un tumor. El
cancer de mama se puede clasificar en diferentes tipos, segun el lugar donde comienza la
enfermedad y cédmo se desarrolla. Algunos de los tipos mas comunes son el carcinoma
ductal invasivo y el carcinoma lobular invasivo. El carcinomaductal invasivo.comienza en los
conductos mamarios y se extiende a través del tejido mamariocircundante, mientras que el
carcinoma lobular invasivo comienza en las glandulas mamarias y'se extiende a través del

tejido mamario circundante [8].

Para el Cancer de colon, también conocido comao cancer colorrectal, se produce cuando las
células anormales crecen en el colon o el recto. Es el tercer cdncer mas comun en todo el
mundo, y se cree que es causado poruna combinacion de factores genéticos y ambientales.
Los sintomas del cancer de colon pueden incluir cambios en los habitos intestinales, dolor

abdominal, sangrado rectal y fatiga [9].

En el caso del Cancer de préstata, que es el tipo de cdncer mas comun entre los hombres, y
se produce cuando las células anormales comienzan a crecer en la préstata, una glandula
del tamaio de una nuez en el sistema reproductivo masculino. El cdncer de préstata puede
ser asintomdtico en sus etapas iniciales, pero a medida que el tumor crece, puede causar

sintomas como dificultad para orinar, dolor durante la miccién y dolor en la pelvis [10].
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1.1. Fisiopatologia del cancer Desarrollo de metdstasis.

El cdncer es una enfermedad compleja que se caracteriza por el crecimiento y la
proliferacién de células anormales que pueden invadir y destruir los tejidos circundantes
[11]. El cancer surge a partir de una Unica célula que sufre una serie de mutaciones genéticas
y epigenéticas que alteran su funcidon normal y la llevan a adquirir un comportamiento
tumoral. El proceso de carcinogénesis es un proceso multietiolégico que involucra la

interaccién de factores genéticos, ambientales y de estilo de vida [12].

La formacién de un tumor puede ser un proceso lento y gradual que puede durar muchos
anos antes de que se manifiesten los sintomas clinicos. Durante este tiempo, las células
tumorales se multiplican y se acumulan en el sitio de_ origen, formando un tumor primario.
Sin embargo, la mayoria de las muertes por'cancer se deben a la‘aparicién de metastasis,
gue son células tumorales que se han diseminado a través del torrente sanguineo o linfatico
y han colonizado un nuevo sitio en el cuerpo [13]. Las metastasis son responsables del 90%
de las muertes por cdncer y son una de las principales razones por las que el tratamiento

del cancer sigue siendo un desafio clinico.

El proceso de metastasis es complejo y multifactorial e involucra multiples etapas que
incluyen la invasidn, la circulacion, la extravasacion y la colonizacion. La invasién implica la
capacidad delas células tumorales para degradar la matriz extracelular y penetrar en los
tejidos circundantes. La circulacion implica la capacidad de las células tumorales para entrar
en el torrente sanguineo o linfatico y viajar a través del cuerpo a un nuevo sitio. La
extravasacion implica la capacidad de las células tumorales para salir del torrente sanguineo
o linfatico y establecerse en un nuevo sitio. La colonizaciéon implica la capacidad de las

células tumorales para crecer y formar un nuevo tumor en el nuevo sitio [14].

La invasién es una de las primeras etapas del proceso de metastasis y se ha demostrado que

estd regulada por una variedad de moléculas de sefalizacidon y proteinas de matriz
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extracelular. Las células tumorales pueden secretar enzimas como metaloproteinasa de
matriz (MMPs) que degradan la matriz extracelular y facilitan la invasidon. También se ha
demostrado que las células tumorales pueden expresar receptores de adhesion celular
como integrinas y cadherinas que les permiten adherirse a las células del huésped vy

penetrar en los tejidos circundantes [15].

La circulacion es otra etapa critica del proceso de metastasis y se ha demostrado que esta
regulada por la expresion de moléculas de adhesién celular, que permiten la unién de las
células tumorales a las células endoteliales de los vasos sanguineos y linfaticos [16].
Ademads, se sabe que las células tumorales pueden interactuar con las células del sistema
inmunoloégico y evitar la deteccidn y destruccidén por parte del sistema inmunoldgico. Las
células tumorales pueden expresar moléculas de escape inmunolégico como PD-L1 que
interactlan con los receptores inhibidores de las:células T y reducen su capacidad para

reconocer y destruir las células tumorales [17].

La extravasacion es una etapa critica.del proceso de metastasis y se ha demostrado que esta
regulada por la expresion de moléculas de adhesion celular, que permiten que las células
tumorales salgan del torrente sanguineo o linfatico y se establezcan en un nuevo sitio [18].
También se ha demostrado que las células tumorales pueden interactuar con las células del
microambiente del sitio de metastasis y establecer una relacidn simbidtica que favorece el

crecimiento y.la supervivencia de las células tumorales [19].

La colonizacién es la Gltima etapa del proceso de metdstasis y se ha demostrado que esta
regulada por la capacidad de las células tumorales para adaptarse y crecer en un entorno
extranjero. Las células tumorales pueden cambiar su comportamiento y expresar genes que
les permiten sobrevivir en el nuevo sitio, como la angiogénesis, que es la formacion de
nuevos vasos sanguineos que proporcionan oxigeno y nutrientes a las células tumorales

[20].
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Otro mecanismo importante para el crecimiento y progresién del cancer es la invasion, que
permite que las células tumorales atraviesen la membrana basal y se diseminen a través de
la circulacién sistémica para formar metdstasis en otras partes del cuerpo. La invasién se
produce en parte debido a la degradacion de la matriz extracelular (MEC) por enzimas como
las metaloproteinasas de la matriz (MMPs), que son producidas por las células tumoralesy

las células del estroma circundante [21].

Ademas de la angiogénesis y la invasion, las células cancerosas también pueden evadir la
muerte celular programada, conocida como apoptosis. La apoptosis‘es un proceso natural
gue elimina las células dafiadas o innecesarias del cuerpo y es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis. Las células cancerosas pueden desarrollar mecanismos
para evitar la apoptosis y sobrevivir, incluso en condiciones adversas, como la falta de

nutrientes o la exposicidn a agentes terapéuticos [22].

Otro aspecto importante de la fisiopatologia del cancer es la heterogeneidad tumoral. Los
tumores pueden estar compuestos por células. que tienen diferentes caracteristicas
genéticas y epigenéticas, lo que resulta en diferentes respuestas a los tratamientos. Esta
heterogeneidad también puede contribuir-a la resistencia a los tratamientos y a la

recurrencia del cancer después del tratamiento [23].

La heterogeneidad tumoral puede contribuir a la resistencia a los tratamientos y a la
recurrencia del cancer después del tratamiento. Los tumores pueden tener diferentes
subpoblaciones de células con diferentes perfiles genéticos y epigenéticos, que pueden
responder de manera diferente a los tratamientos. Esto puede resultar en la selecciéon de
células resistentes al tratamiento, lo que dificulta su eliminacién y puede conducir a la

recurrencia del cancer.
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La resistencia a los tratamientos es un problema comun en el tratamiento del cdncer. Los
tumores pueden volverse resistentes a los tratamientos, ya sea por la seleccién de células
resistentes al tratamiento o por la adquisicién de mutaciones adicionales que les permiten
evadir los efectos de los tratamientos. La resistencia a los tratamientos también puede ser
causada por factores micro ambientales, como la falta de oxigeno o nutrientes, que pueden

reducir la eficacia de los tratamientos.

La quimioterapia y la radioterapia son los tratamientos mas comunes para el.cancer. La
guimioterapia consiste en el uso de medicamentos para matar las células cancerosas,
mientras que la radioterapia utiliza radiacion para danar el ADN de las células cancerosas y
hacer que mueran. Ambos tratamientos pueden tener efectos secundarios graves, ya que

también pueden dafiar las células sanas del cuerpo.

En los ultimos afios, se han desarrollado tratamientos mas especificos dirigidos a las
mutaciones especificas en las células'cancerosas. Estos tratamientos incluyen inhibidores de
la tirosina quinasa (TKI), que bloquean la actividad de las proteinas que estimulan el
crecimiento de las células cancerosas, y los inhibidores de puntos de control inmunitarios,
gue ayudan a que el sistema inmunoldgico del cuerpo ataque las células cancerosas. Estos
tratamientos son menos téxicos que la quimioterapia y la radioterapia y tienen una mayor

eficacia en ciertos tipos de cancer.

Ademas, se estan desarrollando terapias que tienen como objetivo modular el sistema
inmunolégico para que ataque especificamente a las células tumorales. Estas terapias
incluyen’ los inhibidores de punto de control inmunitario, como el ipilimumab y el
nivolumab, que bloquean las proteinas que impiden la respuesta inmunitaria contra el

cancer [24].

Sin embargo, a pesar de los avances en la comprension de la fisiopatologia del cancer y el

desarrollo de nuevas terapias, la resistencia a los tratamientos sigue siendo un desafio
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importante. La resistencia puede ser intrinseca, lo que significa que las células cancerosas
son resistentes desde el principio, o adquirida, lo que significa que las células desarrollan
resistencia después del tratamiento. Varios factores estan involucrados en la adquisicion de
resistencia a los tratamientos, como la sobreexpresion de proteinas de transporte de
farmacos, la activacién de rutas de sefializacién alternativas y la heterogeneidad tumoral

[25].

En resumen, la fisiopatologia del cancer es compleja y multifactorial, y comprende una serie
de eventos moleculares y celulares que conducen al desarrollo del cdncer y.su progresion.
La comprensién de estos procesos ha llevado al desarrollo de nuevas terapias, pero la
resistencia a los tratamientos sigue siendo un desafio importante en la-lucha contra el

cancer.
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1.2. Factores implicados en la adquisicion de quimioresistencia y/o

radioresistencia.

La quimioresistencia y la radioresistencia son fenédmenos que se producen cuando las
células tumorales adquieren la capacidad de resistir los efectos de los tratamientos
guimioterapéuticos o radioterapéuticos, respectivamente. Estos procesos se consideran un
gran obstaculo para el tratamiento eficaz del cancer, ya que pueden llevar a la/reaparicion

del tumory a la progresion de la enfermedad.

La adquisicion de quimioresistencia y/o radioresistencia‘puede ser consecuencia de una
serie de factores. En primer lugar, la heterogeneidad genética y epigenética de las células
tumorales es un factor determinante en la.adquisicion de resistencia. Las células tumorales
pueden acumular mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas que les confieren la

capacidad de resistir los efectos.de los tratamientos.

Otro factor implicado en la quimioresistencia y la radioresistencia es la presencia de células
madre cancerosas, que son capaces de autorrenovarse y de generar células hijas con
fenotipos diferentes. Estas células madre pueden ser resistentes a los tratamientos y, por lo

tanto, pueden ser responsables de la recaida del tumor.

Ademads; la.activacion de vias de sefializacion celular, como la via PI3K/Akt/mTOR, la via de
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) y la via de sefializacién de Notch, puede
desempefiar un papel importante en la adquisicion de resistencia a los tratamientos. Estas
vias pueden regular la expresion de genes que estan implicados en la supervivencia celular,

la apoptosis y la reparacion del ADN, entre otros procesos.
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La presencia de mecanismos de defensa celular, como la activacién de proteinas de choque
térmico, la activacién del sistema de reparacion del ADN vy la induccién de procesos de

autofagia, también puede contribuir a la adquisicidén de resistencia a los tratamientos.

Por ultimo, se ha demostrado que la microambiente tumoral puede desempefiar un papel
importante en la adquisicion de quimioresistencia y radioresistencia. Las células tumorales
pueden interactuar con células estromales, como fibroblastos, células endotelialesy células
inmunitarias, para establecer un microambiente favorable para su ‘crecimiento 'y
supervivencia. Este microambiente puede proteger a las células tumorales de los efectos de

los tratamientos y promover su resistencia a los mismos.

En conclusién, la adquisicidon de quimioresistencia y/o radioresistencia es un proceso
complejo y multifactorial que implica la interaccion de una serie de factores genéticos,
epigenéticos y del microambiente tumoral. La comprension de estos factores es esencial
para desarrollar estrategias terapéuticas eficaces que permitan superar la resistencia a los

tratamientos y mejorar el prondstico de los pacientes con cancer.

1.2.1. Caracteristicas intrinsecas de las. células tumorales

Las células tumorales son muy heterogéneas, lo que significa que pueden diferir
significativamente en términos de sus caracteristicas bioldgicas. Estas diferencias pueden
incluir el tipo de cancer, la histologia, el grado de diferenciacién, la tasa de proliferacion, la

capacidad invasiva, la sensibilidad a los tratamientos, entre otros [24].

La capacidad de las células tumorales para reparar el dafio del ADN inducido por la
guimioterapia o la radioterapia también puede afectar la respuesta del tumor a los
tratamientos. La resistencia a los tratamientos puede ser debida a alteraciones en los
mecanismos de reparacion del ADN, como la mutacidn o la sobreexpresién de proteinas

como la proteina de reparacion de dafios en el ADN (BRCA1y BRCA2) [25].

17



Ademas, la presencia de células madre tumorales (CMT) o células progenitoras tumorales
también puede contribuir a la resistencia a los tratamientos. Estas células tienen la
capacidad de auto-renovarse y diferenciarse en diferentes tipos de células tumorales, lo que
les permite sobrevivir a los tratamientos y producir una nueva poblacion de células

tumorales [26].

1.2.2. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral, que incluye células estromales, células inmunitarias, factores de
crecimiento y proteinas extracelulares, también puede influir en la respuesta del tumor a
los tratamientos [27]. Por ejemplo, las células estromales pueden producir factores de
crecimiento que promueven la proliferacion.y lassupervivencia de las células tumorales,
mientras que las células inmunitarias pueden contribuir a la resistencia a los tratamientos

al inhibir la respuesta inmunitaria contra el tumor [28].

El microambiente tumoral también puede contribuir a la resistencia a los tratamientos al
regular la angiogénesis y la formacién de nuevos vasos sanguineos. El suministro de oxigeno
y nutrientes a las células tumorales es crucial para su supervivencia, y la angiogénesis puede

proporcionar unavia para el suministro de estos nutrientes [29].

1.2.3. Alteraciones en losimecanismos de muerte celular

La muerte celular es un proceso importante para eliminar las células dafiadas o no deseadas,
incluyendo las células tumorales. Los tratamientos contra el cancer como la quimioterapia
y la radioterapia inducen la muerte celular de las células tumorales, pero Se sabe que la
resistencia a la quimioterapia y radioterapia se debe a una combinacién de factores. Algunos
de estos factores incluyen la heterogeneidad del tumor, las mutaciones en genes

especificos, la activacién de vias de sefalizacién celular que promueven la supervivencia de

18



las células tumorales, la capacidad de las células tumorales para reparar el daino del ADN y
la capacidad de las células tumorales para expulsar los farmacos y/o radicales libres del

interior de las células.

Ademds, se ha demostrado que el microambiente tumoral, que incluye las células
estromales, los vasos sanguineos y las moléculas de sefializacion, también puede contribuir
a la resistencia a los tratamientos. Por ejemplo, se sabe que las células estromales pueden
secretar factores que estimulan la supervivencia y el crecimiento de las células tumorales,
mientras que las moléculas de sefalizacion pueden inducir la activacion de vias de

supervivencia en las células tumorales.

La comprension de los mecanismos moleculares y celulares que contribuyen a la quimio
resistencia y radio resistencia es crucial para el desarrollo de nuevas terapias contra el
cancer. Algunas de las estrategias actuales para superar la resistencia a la quimioterapia y
radioterapia incluyen el uso de combinaciones de farmacos, la identificacién y el bloqueo
de las vias de sefializacidn celular que promueven la supervivencia de las células tumorales,
y el desarrollo de terapias inmunolégicas que estimulan la respuesta del sistema

inmunolégico contra las células tumorales.

Continuando con el tema de los canceres con alta mortalidad y necesidades médicas no
cubiertas, es importante destacar la importancia de abordar no solo la eficacia del
tratamiento, sino también la calidad de vida de los pacientes con estos canceres. Como
sefala un estudio reciente, "la calidad de vida es una de las principales preocupaciones de
los pacientes con cancer avanzado y los profesionales de la salud involucrados en su

atencion" [30].
Ademas de la calidad de vida, también es importante abordar las barreras socioecondmicas

y geograficas que pueden limitar el acceso a los tratamientos adecuados para estos

canceres. En un estudio sobre el cancer de pdncreas, se encontré que "las disparidades
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socioecondmicas y geograficas son un problema importante en la atencién del cancer de

pancreas y pueden afectar la mortalidad y la calidad de vida relacionada con la salud" [31].

Es necesario realizar esfuerzos para mejorar la atencién y el acceso a los tratamientos para
estos cdnceres con alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas. Un enfoque integral
y multidisciplinario que aborda tanto la eficacia del tratamiento como la calidad de vida de
los pacientes, asi como las barreras socioecondmicas y geograficas, es crucial‘para mejorar

los resultados para los pacientes con estos canceres.

En conclusiéon, los cdnceres con alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas
representan un desafio significativo para la salud publica y. la atencion médica. Es
importante abordar no solo la eficacia del tratamiento, sino también.la calidad de vida de
los pacientes y las barreras socioecondmicas y geograficas que pueden limitar el acceso a
los tratamientos adecuados. Un enfoque integral y multidisciplinario es fundamental para

mejorar los resultados para los pacientes con estos canceres.
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1.3. Canceres con alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas.

Los cadnceres con alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas representan un gran
desafio para la investigacion y la terapia del cancer. A pesar de los avances en la deteccidn
temprana y el tratamiento, muchos de estos canceres siguen siendo mortales y no tienen
una terapia eficaz [32]. Algunos ejemplos de canceres con alta mortalidad son el cancer de
pancreas, el cancer de pulmon de células no pequeiias, el cancer de higado y el glioblastoma

multiforme (GBM) [33].

El cdncer de pancreas es el tercer cancer gastrointestinal‘/mas comun 'y se asocia con una
baja tasa de supervivencia. El cancer de pulmdn de células‘no pequenas es el tipo mas
comun de cancer de pulmén y se asocia con una baja tasa de supervivencia a cinco aios
[34]. El cancer de higado es uno de los.canceres mas mortales y se asocia con una alta tasa
de mortalidad. El GBM es uno de.los tumores cerebrales mas agresivos y se asocia con una

supervivencia media de solo 14 meses [35].

La falta de terapias efectivas para estos canceres ha llevado a la necesidad de desarrollar
nuevas terapias. Una estrategia es identificar nuevas dianas terapéuticas especificas para
estos canceres, como los oncogenes KRAS y MYC en el cancer de pancreas y el receptor de
la hormona_del crecimiento en el cdncer de higado [36]. Ademds, se estdn explorando
terapias._combinadas que incluyen inmunoterapia, quimioterapia y radioterapia para

mejorar la eficacia del tratamiento y la supervivencia [37].

Los canceres con alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas son un desafio
importante para la investigacién y la terapia del cancer. Es necesario seguir investigando y
desarrollando nuevas terapias para mejorar la supervivencia y la calidad de vida de los
pacientes con estos canceres. La mayoria de los canceres con alta mortalidad y necesidades

médicas no cubiertas afectan a érganos internos, lo que hace que sea dificil de detectar en
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las primeras etapas. Algunos de estos canceres incluyen el cancer de pancreas, el cdncer de
ovario y el glioblastoma multiforme. Estos canceres a menudo tienen tasas de supervivencia

muy bajas, lo que significa que hay una gran necesidad de nuevas terapias efectivas [23].

A pesar de los avances en la terapia contra el cdncer, muchos pacientes con canceres de alta
mortalidad todavia enfrentan un gran impacto en su calidad de vida debido a la agresividad
del tratamiento y los efectos secundarios de la enfermedad misma. Es necesario encontrar
nuevas terapias que puedan aumentar la supervivencia y mejorar la calidad de vida de estos

pacientes [38].

Ademads, algunos cénceres con alta mortalidad tienen necesidades médicas no cubiertas
debido a la falta de opciones de tratamiento efectivas. Por ejemplo, en el cancer de
pancreas, la cirugia es a menudo la Unica opcidn_de tratamiento curativo. Sin embargo, la
mayoria de los pacientes no son elegibles para cirugia debido a la etapa avanzada de la
enfermedad en el momento del diagndstico. Por lo tanto, se necesita urgentemente nuevas

terapias que puedan ofrecer una mejor opcion de tratamiento para estos pacientes [39].

Los canceres con alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas representan un gran
desafio para la comunidad médica y cientifica. Se necesita urgentemente investigacién y
desarrollo de nuevas terapias efectivas que puedan mejorar la supervivencia y la calidad de

vida de los pacientes con estos canceres.

En Espafia, el cancer es una de las principales causas de mortalidad, con alrededor de
280,000'nuevas casos diagnosticados cada afo y una tasa de mortalidad de alrededor del
25% [40]. A pesar de los avances significativos en la deteccion y el tratamiento del cancer
en las Ultimas décadas, aun existen desafios significativos en el manejo de ciertos tipos de

canceres, particularmente aquellos con alta mortalidad y necesidades médicas no cubiertas.
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En Espaia, el abordaje del cancer es multidisciplinario y se realiza a través de un enfoque
colaborativo entre especialistas en oncologia, radioterapia, cirugia, patologia y otros
campos de la medicina [41]. La implementacién de programas de cribado y prevencion, asi
como el acceso a tratamientos innovadores y terapias personalizadas, son esenciales para

el manejo efectivo del cancer.

A pesar de estos esfuerzos, todavia hay desafios significativos en el manejo de ciertos tipos
de cénceres en Espaiia. Por ejemplo, el cancer de pulmdn es uno de los tipos de cdncer mas
mortales en Espafia, con una tasa de supervivencia a 5 afios de alrededor del 15% [42]. La
terapia de combinacién de quimioterapia y radioterapia sigue siendo el enfoque principal
para el tratamiento del cancer de pulmdn avanzado, pero existe .una necesidad urgente de

terapias mas efectivas y personalizadas.

Ademas, el cancer de pancreas es otro ejemplo de un tipo de cancer con una tasa de
mortalidad muy alta y pocas opciones de tratamiento efectivas. La tasa de supervivencia a
5 afios para el cancer de pancreas es.inferior al 10%, lo que hace que este tipo de cancer sea
uno de los mas letales [43]. Aunque se han desarrollado terapias dirigidas y otros enfoques
terapéuticos para el cancer de pancreas, todavia hay una gran necesidad de investigacion y
desarrollo de nuevas terapias efectivas para mejorar la supervivencia de los pacientes con

este tipo de cancer.

El cancer sigue siendo un.importante desafio médico y de salud publica en Espafia y en todo
el mundo. A pesar de los avances significativos en la deteccidn y el tratamiento del cancer,
aun existen necesidades médicas no cubiertas en el manejo de ciertos tipos de canceres con
alta mortalidad. Se necesita una mayor investigacion y desarrollo de terapias efectivas y
personalizadas para mejorar la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes con estos

tipos de cancer.
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La situacion actual en el mundoy en Espaiia respecto a las necesidades médicas no cubiertas

en canceres con alta mortalidad se describe en varias fuentes [44][45][46].

En general, a nivel mundial, hay una necesidad de mas investigacion y desarrollo de terapias
efectivas para estos canceres, incluyendo terapias personalizadas basadas en |la

comprension de las caracteristicas moleculares de los tumores [44][45].

En el caso especifico de Espafia, existen programas de investigacion y desarrollode nuevas
terapias para canceres con alta mortalidad, pero aun queda muchopor hacer en términos

de mejorar la eficacia de los tratamientos y la calidad de vida de los pacientes [46][47].

A pesar de que se estan realizando esfuerzos para mejorar la situacion del cancer en Espafia,
todavia existen areas en las que se necesita-mas_atencién y recursos, como la prevencion
del cancery la deteccién temprana [33]./Ademas, la pandemia de COVID-19 ha agravado la
situacién, ya que muchos pacientes han experimentado retrasos en los diagndsticos y

tratamientos debido a la sobrecarga.del sistema sanitario [48].

En resumen, aunque se estan realizando esfuerzos en todo el mundo y en Espafia para
mejorar la situacidn del cancer y las necesidades médicas no cubiertas, todavia queda
mucho por hacer. Se necesitan mas recursos para la investigacion y el desarrollo de terapias

efectivas y personalizadas, asi como para la prevencidn y deteccién temprana del cancer.
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1.4. Pterostilbeno en la terapia del cancer

El pterostilbeno es un compuesto quimico natural que se encuentra en ciertos alimentos
como las uvas, los ardndanos y las nueces. Este compuesto tiene propiedades antioxidantes

y antiinflamatorias, y ha sido objeto de estudio para su posible uso en la terapia del cancer.

Se ha demostrado que el pterostilbeno puede inducir la apoptosis, o muerte celular
programada, en células tumorales, lo que lo convierte en un candidato potencial para la
terapia del cancer [49]. Ademas, se ha demostrado que el pterostilbeno puede inhibir la
angiogénesis, la formacion de nuevos vasos sanguineos que suministran oxigeno y

nutrientes a las células tumorales [50].

Un estudio preclinico de 2017 encontré que el pterostilbeno tenia efectos antitumorales
significativos en un modelo de ratén de‘cancer de mama triple negativo [51]. Otro estudio
de 2018 encontrd que el pterostilbeno mejoraba la eficacia de la quimioterapia en un

modelo de raton de cancer de colon[52].

Si bien estos estudios preclinicos son prometedores, se necesitan estudios clinicos en
humanos para determinar la eficacia y la seguridad del pterostilbeno en la terapia del cancer
[53]. Ademas, es importante tener en cuenta que los efectos del pterostilbeno pueden variar

segun el tipo.de cancer y la etapa de la enfermedad.

En general, la investigacion sobre el pterostilbeno en la terapia del cancer aun se encuentra
en una etapa temprana, y se necesitan mas estudios para determinar su eficacia y seguridad

en humanos.

El pterostilbeno, como se menciond anteriormente, ha demostrado tener propiedades

terapéuticas contra varios tipos de cdncer. Algunos estudios han explorado su uso en

combinacién con otros tratamientos, como la quimioterapia y la radioterapia. En un estudio
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preclinico, se evalué la combinacién de pterostilbeno y cisplatino en células de cancer de
ovario y se encontré que la combinacion aumenté significativamente la muerte celular en
comparacién con el tratamiento con cisplatino solo [54]. Otro estudio preclinico en células
de cancer de mama mostrd que la combinacidn de pterostilbeno y doxorubicina resulté en
una reduccién significativa en la proliferacién celular y la formacién de colonias en

comparacién con el tratamiento con doxorubicina solo [55].

Ademas de su uso en combinacidon con otros tratamientos, también se ha estudiado el
pterostilbeno como agente terapéutico Unico en varios tipos de cancer. En un estudio clinico
en pacientes con cancer de mama metastdsico, se administré pterostilbeno por via oral y se
encontré que tenia actividad antitumoral significativa, con una tasa de control de la
enfermedad del 38% y una tasa de respuesta del 10% [56]. Otro estudioclinico en pacientes
con cancer colorrectal avanzado encontrd.que la administracion oral de pterostilbeno
resultd en una tasa de control de la enfermedad del 63% y una tasa de respuesta del 26%

[57].

A pesar de estos resultados prometedores, se necesitan mas estudios clinicos para
confirmar la eficacia del pterostilbeno como agente terapéutico contra el cancer. Ademas,
se necesita una mejor comprension de los mecanismos moleculares subyacentes para
optimizar su uso clinico. Aunque el pterostilbeno se considera seguro y bien tolerado en
estudios preclinicos y clinicos; se necesitan mas estudios de seguridad a largo plazo para

confirmar su seguridad en’ humanos [58].

En resumen, el pterostilbeno ha demostrado tener propiedades terapéuticas contra varios
tipos de cancer y ha mostrado actividad en combinacién con otros tratamientos y como
agente terapéutico Unico. Aunque se necesitan mas estudios clinicos para confirmar su
eficacia y seguridad en humanos, su potencial como agente terapéutico contra el cancer es

prometedor y podria ser una adicidn valiosa a los tratamientos existentes.
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Con el pterostilbeno se han llevado a cabo estudios preclinicos que han demostrado su
eficacia en diversos tipos de cancer, como el de mama, colon, préstata, melanoma, entre
otros. Estos estudios han mostrado que el pterostilbeno puede inducir la apoptosis, reducir

la proliferacién celular y disminuir la angiogénesis en las células tumorales [57].

Ademas, algunos estudios clinicos han mostrado cierta efectividad del pterostilbeno en la
prevencidén y tratamiento del cdncer, aunque se necesitan mas estudios clinicos para
confirmar estos hallazgos [58]. En un estudio en pacientes con cancer de colon, el
pterostilbeno redujo significativamente los niveles de marcadores tumorales y mejord la
calidad de vida de los pacientes [59]. En otro estudio en pacientes con cancer de mama, el
pterostilbeno combinado con tamoxifeno (un farmaco utilizado en el tratamiento del cancer

de mama) mostrd una mayor eficacia que el tamoxifeno solo [60].

A pesar de los prometedores resultadosde los estudios. preclinicos y clinicos, se necesitan
mas estudios para determinar la eficacia y seguridad del pterostilbeno en la prevencién y
tratamiento del cancer [57]. Ademas, se requiere una mayor comprension de los
mecanismos moleculares subyacentes a la actividad del pterostilbeno en las células

tumorales [58].

En conclusion, el pterostilbeno es un compuesto natural con propiedades antitumorales
prometedoras: Los estudios preclinicos y clinicos han demostrado cierta eficacia del
pterostilbeno en la prevencién y tratamiento del cancer, aunque se necesitan mas estudios

para.confirmar estos hallazgos y determinar su seguridad y eficacia a largo plazo.
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1.5. Radiaciones electromagnéticas y tumor treating fields (TTFields).

Las radiaciones electromagnéticas y los tumor treating fields (TTFields) son dos tipos de
terapias no invasivas que se estan utilizando cada vez mas en la lucha contra el cancer. Las
radiaciones electromagnéticas se refieren a ondas electromagnéticas que tienen suficiente
energia para ionizar dtomos y moléculas, y pueden ser utilizadas para destruir células
cancerosas. Por otro lado, los TTFields son un tipo de terapia que utiliza campos eléctricos
de baja intensidad para interrumpir la division celular y retrasar el crecimiento de las células

cancerosas [61].

La terapia de radiacidén electromagnética es ampliamente utilizada en eltratamiento del
cancer. Los tipos de radiaciéon mas comunes utilizados en'el tratamiento del cancer incluyen
los rayos X, los rayos gamma y los electrones: La radioterapia puede ser utilizada para tratar
varios tipos de céncer, incluyendo cancer de pulmén, cancer de préstata y cancer de mama.
También se utiliza para reducir el tamafio del.tumor antes de la cirugia y para reducir el

riesgo de recurrencia después de la.cirugia [62].

Los TTFields, por otro lado, son una forma relativamente nueva de terapia contra el cancer.
Los campos eléctricos de baja intensidad generados por los TTFields pueden interrumpir la
division celular en‘las células cancerosas, lo que puede ayudar a retrasar el crecimiento de
los tumores [63]. La terapia con TTFields se ha utilizado para tratar varios tipos de cancer,
incluyendo glioblastomamultiforme, cancer de pulmén de células no pequeias y cancer de

mama metastésico [64].

Aungque tanto la radiacién electromagnética como los TTFields son terapias no invasivas,
tienen algunos efectos secundarios que deben ser considerados. La radiacidn
electromagnética puede causar fatiga, nduseas y pérdida de cabello en algunos pacientes.
Los TTFields pueden causar irritacidn de la piel en el drea donde se aplican los electrodos y

pueden interferir con el suefio de algunos pacientes [65].
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Tanto las radiaciones electromagnéticas como los TTFields son terapias no invasivas que se
estan utilizando cada vez mas en la lucha contra el cancer. Aungue tienen algunos efectos
secundarios, estas terapias pueden ser efectivas en el tratamiento de varios tipos de cdncer:
Es importante que los pacientes hablen con sus médicos sobre las diferentes opciones de

tratamiento disponibles para determinar qué terapia es la mejor para su caso particular [66].

Radiaciones electromagnéticas y tumor treating fields (TTFields) son dos terapias no
invasivas que han mostrado eficacia en el tratamiento .del cancer. Las radiaciones
electromagnéticas son utilizadas en la terapia de radiacién [67], mientras que TTFields es
una terapia de campo eléctrico alternativo que utiliza frecuencias de baja-intensidad para
inhibir la proliferacion de células cancerosas [68]. Ambas terapias _han sido objeto de
numerosos estudios que demuestran su efectividad.en la reduccién del tamafio de tumores,

asi como en la prolongacién de la supervivencia de pacientes con cancer.

Ademas de estas terapias, existen muchas otras terapias no invasivas que se utilizan en el
tratamiento del cancer. Un ejemplo de esto es la terapia fotodindmica, que utiliza una
sustancia fotosensible que se activa mediante la exposicion a la luz, lo que produce un efecto
destructivo en las células cancerosas [69]. Otra terapia no invasiva es la terapia con laser,
que utiliza un haz de luz para destruir las células cancerosas [70]. Ademas, la terapia de
ondas de choque y la terapia con ultrasonido también se han utilizado con éxito en el

tratamiento del cancer [71, 72].
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1.6. La hipertermia en oncoterapia.

La hipertermia en oncoterapia es una técnica que se utiliza para tratar tumores utilizando el
calor. Se ha demostrado que la elevacién de la temperatura en el tumor puede tener efectos
beneficiosos en el tratamiento del cdncer. Segun [73], la hipertermia puede aumentar la
sensibilidad de las células cancerosas a la radioterapia y a la quimioterapia. Ademas, [74]
sugiere que la hipertermia puede aumentar la perfusion sanguinea en el tumor, lo que a su

vez puede aumentar la eficacia de la quimioterapia.

La hipertermia se puede aplicar de varias maneras, como la hipertermia local profunda, la
hipertermia regional y la hipertermia de todo el cuerpo. {75] informa que la hipertermia
local profunda se utiliza para tratar tumores superficiales, mientras que la hipertermia
regional se utiliza para tratar tumores profundos en el cuerpo. Por'otro lado, la hipertermia

de todo el cuerpo se utiliza para tratar el cancer avanzado o metastasico.

A pesar de que la hipertermia se ha utilizado en oncoterapia durante mucho tiempo, [76]
sugiere que todavia hay muchas preguntas sin responder sobre su uso en el tratamiento del
cancer. Por ejemplo, no estd claro cual es la mejor forma de administrar la hipertermia y
cual es la dosis 6ptima. Ademas, [77] indica que se necesitan mas estudios para determinar

los efectos a largoplazo de la hipertermia en los pacientes con céncer.

En resumen, la hipertermia en oncoterapia es una técnica prometedora en el tratamiento
del cancer que puede aumentar la eficacia de la radioterapia y la quimioterapia[78]. Sin
embargo, se necesitan mas estudios para determinar cual es la mejor forma de administrar
la hipertermia y cuales son sus efectos a largo plazo en los pacientes con cancer.

[73](74][75](76][77]

La hipertermia es un enfoque terapéutico prometedor en el tratamiento del cancer en

Europa, y ha sido ampliamente investigada en los ultimos afios [79]. Un estudio de revisidn
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sistematica de 18 ensayos clinicos que evaluaron la eficacia de la hipertermia combinada
con radioterapia en el tratamiento de pacientes con cancer de cabeza y cuello encontré que
la terapia combinada mejoré significativamente la tasa de respuesta completa y la tasa de

supervivencia a largo plazo en comparacion con la radioterapia sola [80].

Otro estudio que evalud la eficacia de la hipertermia en combinacién con quimioterapia en
pacientes con cancer de mama avanzado también encontré que la terapia combinada
mejord significativamente la tasa de respuesta completa y la supervivencia libre de
progresién en comparacion con la quimioterapia sola [81]. En‘Europa, la hipertermia'se ha
utilizado con éxito en el tratamiento de varios tipos de cancer, incluyendo cancer de mama,

cancer de cabeza y cuello, cadncer de pulmdn y cancer de higado [82].

En resumen, la hipertermia es una terapia prometedora en el tratamiento del cancer en
Europa y ha demostrado ser efectiva en‘combinacion con radioterapia y quimioterapia en
varios tipos de cancer. La hipertermia ha sido ampliamente investigada y se ha utilizado con

éxito en el tratamiento de pacientes.con cancer en.varios paises europeos. [82-84]

La hipertermia en oncoterapia es una técnica que consiste en el aumento de la temperatura
local del tumor a valores superiores a los 41 °C, lo que produce la destruccion de las células
cancerosas [83]. En Espaiia, la hipertermia se ha convertido en una técnica cada vez mas
utilizada en el tratamiento del cdncer, especialmente en combinacion con la radioterapia y
la quimioterapia [84]. Ademas, se ha demostrado que la hipertermia puede mejorar la

respuesta inmunoldgica del paciente al cancer [85].

En Europa, la hipertermia también ha ganado popularidad en los Ultimos afios. Un estudio
reciente mostré que la tasa de uso de hipertermia en oncoterapia en Europa es del 60%, y
que los pacientes tratados con hipertermia presentan una mayor tasa de respuesta

completa [86]. Ademas, se ha demostrado que la hipertermia combinada con radioterapia
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puede mejorar significativamente el control local del tumor en pacientes con cédncer de

cabezay cuello [87].

En resumen, la hipertermia en oncoterapia es una técnica no invasiva cada vez mas utilizada
en el tratamiento del cdncer en Espafia y Europa, especialmente en combinacién con la
radioterapia y la quimioterapia. La técnica ha demostrado ser efectiva en la destruccién de
células cancerosas y en la mejora de la respuesta inmunolégica del paciente al cancer.
Ademads, la combinacioén de hipertermia y radioterapia puede mejorar significativamente el

control local del tumor en algunos tipos de cancer. [83-87]
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1.7. La asociacion de TTFields con técnicas no invasivas de induccion de

hipertermia localizada.

La asociacion de TTFields con técnicas no invasivas de induccién de hipertermia localizada
se ha convertido en un enfoque prometedor para el tratamiento del cdncer. Ambas terapias
se basan en el uso de campos electromagnéticos de baja intensidad, lo que las hace seguras
y no invasivas para el paciente. La hipertermia localizada, en particular, ha demostrado ser
efectiva en la destruccion de células cancerosas, ya que la temperatura elevada/causa dafio

celular y muerte en las células cancerosas. [88]

La combinacién de TTFields con hipertermia localizada se ha estudiado en varios tipos de
cancer, incluyendo el cancer de mama, el glioblastoma multiforme y el cancer de pancreas.
Los estudios han demostrado que la combinacion de ambas terapias puede aumentar la
eficacia del tratamiento y mejorar la respuesta del paciente. Por ejemplo, un estudio en
pacientes con cancer de mama metastasico demostré que la combinacién de TTFields con
hipertermia localizada aumenté significativamente la tasa de respuesta objetiva y prolongd

la supervivencia libre de progresién en comparacién con la monoterapia con TTFields. [89]

La combinacién de TTFields con hipertermia localizada también puede tener un impacto en
la resistencia a la.quimioterapia y la radioterapia. [90] Se ha demostrado que la hipertermia
localizada puede aumentar la eficacia de la quimioterapia y la radioterapia al mejorar la
perfusidon sanguinea en el area tratada, lo que aumenta la entrega de farmacos y radiacion
a las células cancerosas. La combinacién de TTFields con hipertermia localizada puede, por

lo tanto, mejorar aun mas la eficacia de estos tratamientos. [91]

La combinacidn de TTFields con técnicas no invasivas de induccidn de hipertermia localizada
se presenta como una estrategia prometedora en el tratamiento del cdncer. Los estudios
hasta la fecha han demostrado que la combinacién puede mejorar significativamente la

eficacia del tratamiento, la respuesta del paciente y la supervivencia en pacientes con
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diferentes tipos de cancer. A medida que se continle investigando en esta area, se espera
gue la combinacién de ambas terapias se convierta en una opcién cada vez mds importante

en el tratamiento del cancer. [92]

La combinacidén de TTFields con técnicas no invasivas de induccién de hipertermia‘localizada
también ha sido objeto de estudio. Por ejemplo, se ha demostrado que la combinacién de
TTFields con la técnica de hipertermia magnética puede mejorar la eficacia de'la terapia en
el tratamiento de tumores cerebrales [93]. La hipertermia magnética utiliza‘particulas
magnéticas que se inyectan en el tumor y se calientan mediante la exposicion a un.campo

magnético externo, lo que produce una hipertermia localizada en el tumor.

Otra técnica no invasiva que se ha combinado con TTFields es la terapia fototérmica, que
utiliza nanoparticulas de oro que se dirigen al tumor y se calientan mediante la exposicion
a la luz laser, lo que produce una hipertermia localizada en el tumor. Esta combinacién ha

mostrado eficacia en el tratamientode tumores de piel y cerebrales [94] .

En conclusiéon, la combinacion de TTFields con técnicas no invasivas de induccién de
hipertermia localizada como la hipertermia magnéticay la terapia fototérmica, son opciones
prometedoras en el tratamiento del cancer. Estas terapias combinadas pueden mejorar la
eficacia del tratamiento, reducir los efectos secundarios y mejorar la calidad de vida de los

pacientes con.cancer.
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Los efectos bioldgicos de los campos electromagnéticos no ionizantes (EMFs) han sido
investigados ampliamente durante décadas [95]. Segun las directrices de la Comisidn
Internacional sobre Proteccion contra las Radiaciones No lonizantes, "Campos
Electromagnéticos de Radiofrecuencia" (RF EMFs) es el término utilizado para describir la
parte del espectro electromagnético que comprende el rango de frecuencias desde 100 kHz
hasta 300 GHz (www.icnirp.org). Los campos eléctricos resultan de diferencias de voltaje,
mientras que los campos magnéticos resultan del flujo de corriente eléctrica. Los campos
de tratamiento de tumores (TTFs) son una terapia contra el cancer que utiliza campos
eléctricos alternantes de frecuencia intermedia (aproximadamente 100-500. kHz) e
intensidad baja (1-3 V/cm) para interrumpir la divisién celular y promover la inhibicién del
crecimiento del cancer [96]. El uso de este rango de frecuencia intermedia se basa en
evidencias que muestran que los campos eléctricos de baja frecuencia (<1 kHz) interrumpen
progresivamente la polarizacién de la membrana_celular, mientras que los campos de alta
frecuencia (>1000 kHz) causan dafios por calentamiento debido a la vibracion de las
moléculas celulares cargadas/polarizadas [97,98]. La técnica establecida para la aplicacion
de los TTFs requiere la colocacion de electrodos en.la superficie corporal alrededor del foco
de crecimiento del tumor, de manera que se pueda generar una diferencia de potencial a
través del cancer en crecimiento (Arvind 2021, www.novocure.com) [99]. Las moléculas
cargadas, si se someten a un campo eléctrico o electromagnético, son afectadas por la
direccidon e intensidad del flujo de energia. Sin embargo, hay diferencias clave en la forma
en que los campos eléctricos y magnéticos interactian con las moléculas cargadas, es decir
(pero no limitado a): a) las lineas de campo eléctrico van en la direccién del gradiente de
voltaje y no forman un bucle, mientras que las lineas de campo magnético estan alrededor
de los corrientes formando un bucle cerrado; b) el campo eléctrico es inversamente
proporcional al gradiente de voltaje, mientras que la intensidad del campo magnético
depende del nimero de lineas de campo producido por el iman vy la corriente incluida en su
bucle; c) las lineas de campo eléctrico se miden en dos dimensiones, mientras que las lineas

de campo magnético se miden en tres dimensiones (https://www.niehs.nih.gov).
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Actualmente, las aplicaciones potenciales de los campos electromagnéticos no térmicos en

la terapia contra el cancer aun no han sido implementadas [100].

La vibracién molecular aumenta con el aumento de la temperatura y la hipertermia (HT)
puede danar y matar células cancerosas. Sin embargo, en la practica, las aplicaciones
basadas en HT en la oncoterapia todavia enfrentan fuertes limitaciones [101]. De acuerdo
con las pautas del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos, la HT-@s un tipo de
tratamiento en el que se calienta el tejido del cuerpo hasta una temperatura tan‘alta como
de 45°C para ayudar a dafiar y matar células cancerosas con.poco o ningun dafo al tejido
normal (www.cancer.gov). Con este fin, las técnicas sugeridas incluyen sondas que generan
energia de microondas, ondas de radio, laseres, ultrasonidos, perfusién de fluidos de
calefacciéon o calefaccién de todo el cuerpo en una cdmara caliente o agua caliente
(www.cancer.gov). Todos estos enfoques tienen-efectos secundarios potenciales y una

eficacia limitada [102].

Aunque las energias electromagnéticas y térmicas pueden afectar muchas funciones
celulares (por ejemplo, Silva'2020) [103], su asociacion todavia estd poco desarrollada como
una posible onco terapia. Se ‘ha investigado el HT basado en nanoparticulas magnéticas
(usadas como nano-calentadores activados por un campo magnético externo). Sin embargo,
el desarrollo de eficientes nano mediadores térmicos con un alto valor de tasa de absorcion
especifica es esencial para superar algunas limitaciones clave [es decir, no especificidad,
biodisponibilidad y toxicidad] [104]. Hasta ahora, estas restricciones han impedido que el

HT basado en nanoparticulas alcance la practica clinica.

En el presente informe, demostramos que los campos electromagnéticos de baja frecuencia
y la hipertermia (sin el uso de nano mediadores) pueden actuar de manera sinérgica para
danar diferentes células cancerosas. Para ello, nuestro montaje experimental tuvo que
cumplir dos principios: a) la mayor intensidad de campo magnético que no cause un

aumento medible de la temperatura en un ambiente termorregulado a 37°C (la temperatura
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interna en mamiferos), y b) la hipertermia debia aplicarse durante 4 periodos especificos de
tiempo (lo cual puede lograrse in vivo y localmente por medio, por ejemplo, de ultra-sonidos
de alta intensidad enfocados, HIFU). Nuestros resultados sugieren que este enfoque puede

ayudar a superar las limitaciones para el uso de la hipertermia en la onco terapia.
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2. Objetivos

1. Estudio del efecto de las radiaciones electromagnéticas aplicados externamente y la

induccion de calor por radiaciones no ionizantes afecta a la viabilidad de células tumorales.

1.1 Estudio de radiaciones electromagnéticas e hipertermia en el descenso de la

viabilidad de células tumorales.

1.2 Estudio de como las radiaciones electromagnéticas e hipertermia aumentan la

generacion de radicales libres de oxigeno y desencadena las sefiales de muerte celular por

la mitocondria.

1.3 Investigar como las radiaciones electromagnéticas y la hipertermia aumentan la

permeabilidad lisosomal.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Cultivo de células

Las células humanas A2058 (melanoma), AsPC1 (adenocarcinoma pancreatico) y MDA-MB-
231 (adenocarcinoma de mama independiente de hormonas) fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (Manassas, VA). Las células se cultivaron en DMEM
(Invitrogen, Waltham, MA), pH 7.4, con suplementacion de 10% de suero fetal de ternero
desactivado por calor (FCS) (Biochrom AG, Berlin, Alemania), 100.U/ml de penicilina y 100
ug/ml de estreptomicina. Se sembraron las células (20,000 células/cm2) y se cultivaron a
37°C en un ambiente humedo con 5% de CO2. Las /células se cosecharon mediante
incubacién durante 5 min con 0.05% (p/v) de tripsina (Merck, Darmstadt, Alemania) en
solucidn salina tamponada con fosfato, pH 7.4, conteniendo 0.3 mM de EDTA, seguido de la
adicion de 10% de FCS para inactivar la tripsina. Se determind el numero y viabilidad de las
células con un Contador de Células Automatizado TC20 de BioRad (Hércules, CA). La
integridad celular también se confirmé midiendo la actividad de la deshidrogenasa lactica
liberada. Se permitié que las células se adhiriesen durante 24 horas antes de agregar

cualquier tratamiento.

3.2 Configuracion experimental para el tratamiento combinado con EMF y HT

in vitro

La fuente de EMF se generd con un generador Promax-GFG-8216 (GW Instek, Taipei,
Taiwan), ajustado para una sefial de salida de f (frecuencia) = 100-500 KHz, con una amplitud
de 2V. Este sefial se puede visualizar con un osciloscopio para comprobar la precisién de la
amplitud y f de la sefal sinusoidal. La salida del generador se conecté con un conector BCN
a un cable coaxial de 50 Q de impedancia caracteristica, el extremo se soldd a una bobina

WE-760308102142 de Wiirth Electronik (Rot am See, Alemania). Segun la informacion del
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fabricante, la bobina tiene una inductancia L = 5,8 pH y una resistencia DC (o resistencia
6hmica de un conductor) de 0,01 Q. La resistencia de la piel calculada a, por ejemplo, 100
KHz es de 0,014 Q. La bobina consta de dos devanados superpuestos, con dos hilos de cobre
paralelos formando una espiral plana de 5 devanados. La corriente se puede calcular
facilmente en base a la tensidon de salida del generador y la impedancia de“la bobina
obtenida del fabricante, y el campo magnético se puede calcular con esta corriente y su
distribucidn geométrica. La bobina WE-760308102142 se modela matematicamente como
dos conjuntos de 10 vueltas concéntricas de radio creciente, un conjunto encima del otro.
El diametro exterior de las bobinas era de 48,85 mm, y el hilo de cobre tenia un didmetro
de 1,5 mm. El campo de inductancia magnética B (Tesla) a lo largo del eje se calcula de la

siguiente manera:

g=T ¥=0
N (%5 + P35 (&5 + 3)3\s
B=— —_— ———
0y kg u¥ g

Donde:

U4
]I =
JRZ+ (Lo~ 1/Cw)?

n0. Permeabilidad del espacio libre (vacio) 1.257 x 10-6 (Henry/m).

z1. Altura sobre la primera capa de vueltas de la bobina (mm).

z2=21+0.75 mm.

n = 10. NUmero de vueltas de cada capa de la bobina.
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ak. Radio de cada bucle (mm).

R. Resistencia (Ohm).

V. Tensién de salida del generador (Voltios).

w (frecuencia angular) = 2ntf, siendo f la frecuencia (Hertz).

L. Inductancia de la bobina (Henry).

C. Capacitancia parasitaria de la bobina (Faradios).

3.3 La ecuacion matematica permite calcular la induccién magnética B-campo

(Tesla) a lo largo del eje de la. bobina a 3mm de su superficie (aprox. 25 uT).

Las frascos de cultivo (T25) se colocaron justo encima de la bobina, de manera que la
distancia entre la base del frasco y la bobina era aproximadamente de 3mm. La bobina vy el
frasco se envuelven en una bolsa de plastico, que a su vez se sumerge en un bafio de agua
termorregulado.La temperatura del medio de cultivo se controla mediante una sonda
térmica (IKA® ETS-D5 controlador de temperatura, Merck) colocada a través del tapdn
roscadodel frasco. Bajoestas condiciones experimentales, el agua termorregulada que fluye
alrededor.delfrasco de cultivo mantuvo la temperatura del medio de cultivo dentro del valor

determinado para cada condicién experimental.

3.4 Analisis de flujo citométrico y muerte celular

El ciclo celular, viabilidad y muerte fueron analizados con un BD FACSVERSE (Becton

Dickinson, Franklin Lakes, NJ). La muerte celular se midié utilizando yodo propidio y
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Annexina V-FITC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) siguiendo el procedimiento

recomendado por el fabricante.

También se distinguid la muerte celular apoptdtica y necrdtica mediante microscopia de
fluorescencia [105]. Para ello, se incubaron las células durante 3 minutos con Hoescht 33342
(10 mM, que tifie todos los nucleos) y yoduro de propidio (10 mM, que tifie los nucleos de
las células con una membrana plasmatica alterada), y luego se analizaron con un
microscopio de fluorescencia Diaphot 300 (Nikon, Tokio, Japdn) con excitacién.a 360 nm.
Los nucleos de células viables, necréticas y apoptdticas se detectaron como. nucleos
redondos azules, nucleos redondos rosados y nucleos fragmentados azules o rosados,
respectivamente. Se contaron aproximadamente 1.500 células cada vez. Las roturas de las
cadenas de ADN en las células apoptdticas se evaluaron mediante la técnica de marcado
TUNEL directa (Merck) y microscopia de fluorescencia siguiendo la metodologia del

fabricante.

3.5 Citocromo c, factor inductor de apoptosis y proteinas de choque térmico.

Las células cancerosas fueron lavadas dos veces con solucidn salina tamponada de fosfato,
y el sedimento fue suspendido en un buffer de homogeneizacién a temperatura fria (2 x 106
células por ml de buffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 250 mM sacarosa, 1 mM MgClI2, 10 mM KCl,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM ditiotiotreitol, 0.1 mM fenilmetilsulfonil fluoride y 10 mg
leupeptina, aprotinina y pepstatin A/ml). Las células fueron homogeneizadas con un
homogeneizador Dounce. Después de centrifugar a 2.500 x g por 5 min a 4°C, se
centrifugaron los sobrenadantes a 100.000 x g por 30 min a 4°C. El sobrenadante resultante
se usé como la fraccion citosdlica soluble (SCF). Las proteinas se cuantificaron [106],
separaron por SDS-PAGE, transferieron a membranas de nitrocelulosa y sondearon con
anticuerpos monoclonales contra citocromo ¢ (Cyt C) (ab110325, abcam, Cambridge, Reino
Unido), anti-AIF (sc-55519, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-heat-shock
protein (Hsp) 70 (ab194360, abcam) y anti-Hsp110 (ab108625, abcam). Las laminas se
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desarrollaron utilizando una anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabanoy
guimioluminiscencia mejorada (sistema ECL; GE HealthCare Life Sciences, Malborough,
MA). Las bandas de proteinas se cuantificaron utilizando un Sistema de Imagen Gel Doc Go

de Bio-Rad.

3.6 Potencial de la membrana mitocondrial

Se realizé la determinacidn cuantitativa del potencial de la membrana mitocondrial (MMP)
por la captacidn del cation lipofilico radiomarcado methyl triphenylphosphonium (TPMP),
lo que permite determinar pequenos cambios en el potencial [107]. Brevemente, las células
cancerosas (2 x 106) se incubaron a 37°C durante 60 min en'l mlde DMEM, complementado
como se menciond anteriormente pero incluyendo.1 mM _de TPMP, 250 nCi [3H]TPMP

(Amersham, Reino Unido) y 1 mM de tetrafenilborato de sodio.

Después de la incubacidn, se centrifugaron las células (1.000 x g por 5 min), se eliminaron
100 ml del sobrenadante, se resuspendio el sedimento en 100 ml de 10% de Triton X-100 y
se midié la radioactividad (disintegraciones/min) utilizando un Contador de Centelleo
Liquido Tri-Carb de Perkin-Elmer (Waltham, MA). Se corrigioé la unidén no especifica de TPMP
como se describio previamente [13]. La captacidon dependiente de energizacion de TPMP se
expres6 como una relacion de acumulacion en unidades de [(TPMP/mg de

proteina)/(TPMP/ml de sobrenadante)] [108].

3.7 Consumo de.oxigeno

La concentraciéon y el consumo de 02 en células cancerosas aisladas se midieron usando un
oxygraf de OROBOROS Instruments (Innsbruck, Austria) y como se describié previamente

[109].
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3.8 Generacion de H202 y O2.-

La medicién cuantitativa de la generacion de H202 y 02.- siguié una metodologia

previamente descrita [109].

3.9 Compartimentacion de células cancerosas

Los compartimentos citosélico (cyt) y mitocondrial (mt) se separaron rapidamente, como se
informd previamente en detalle para células cancerosas [110], usando  digitonina y

centrifugacion a través de una capa de aceite de silicona.

3.10 ATP

Se midieron los niveles de ATP mediante métodos enzimaticos fluorimétricos [111].

3. 11Glutation

La glutation (GSH) se determiné por LC/MS segun lo reportado previamente [112]. El
procesamiento celular se realiz6 de acuerdo con la metodologia publicada, donde se utilizé

la derivacion rdpida con N-etilmaleimida para prevenir la auto-oxidaciéon de GSH [113].

3.12 Caspasa 3

Esta actividad se midié mediante el uso de un sustrato colorimétrico altamente sensible, N-
acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA) siguiendo las instrucciones del
fabricante (CalBiochem, La Jolla, CA). Brevemente, las células cancerosas se lisaron en un

buffer de lisis [50 mM HEPES (pH 7.4), 100 mM NacCl, 0.1% (v/v) CHAPS, 1 mM dithiothreitol
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y 0.1 mM EDTA] en hielo durante 10 min, luego se centrifugaron a 10,000 x g durante 10 min
a4°C.

Se agregaron volumenes iguales de sobrenadantes a volimenes iguales de buffer de ensayo
[50 mM HEPES (pH 7.4), 100 mM NaCl, 0.1% (v/v) CHAPS, 10 mM dithiothreitol, 0.1 mM
EDTA y 10% glicerol] e incubaron a 37°C durante 10 min. Luego, se agregd fresca y recién
preparada Ac-DEVD-pNA (200 mM) a la mezcla y se monitored A405 cada 20 min durante 3
horas a temperatura ambiente. Se usaron cultivos sin lisados celulares como controles. La

actividad de la enzima se calculd utilizando las férmulas del fabricante, en pmol/min.
Se utilizé Z-DEVD-FMK (Z-Asp-Glu-Val-Asp-fluoromethilcetona; CalBiochem), disuelta en

DMSO y agregada en un volumen del 0,2% para dar la concentracién indicada en la seccion

de Resultados, como un inhibidor irreversible de la.caspasa 3.

3.13 Integridad de la membrana lisosémica

Usamos LysoTrackerTM Deep Red (Thermo Fisher Scientific), un tinte fluorescente rojo
intenso para etiquetar y seguir los organulos acidos en células vivas. La microscopia de
fluorescencia se realizo a 577/590 nm (excitacion/emisidn). Se siguid todo el procedimiento

segun las recomendaciones del fabricante.

3.14 Actividades de las cathepsinas

Las lineas celulares de cancer se sembraron en frascos T25 vy, 24 horas después, se trataron
como se indica en la seccién de resultados. Después de la remocién del medio, se utilizé un
buffer de extraccién que contenia diferentes concentraciones de digitonina (Merck) para
separar las cathepsinas citosdlicas y totales. Cuando fuera necesario, se optimizé la
concentracién de digitonina para diferentes tipos de células. Las células se incubaron con

un buffer de lisis frio (CelLyticTM MT Reactivo de Lisis/Extraccién de Tejido Mamifero) que
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contenia una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Merck) durante 15 minutos a
4°C en una plataforma oscilante. Las actividades de las cathepsinas cisteina (Cys) y aspartato
(Asp) se midieron usando los sustratos fluorescentes zFR-AFC (AFC = 7-Amino-4-
trifluorometilcoumarina) (excitacion a 405 nm; emisién a 510 nm) y MCA-GKPILFFRLK (Dnp)
-DR-NH2 [MCA = (7-metoxicoumarina-4-il)acetilo; Dnp = dinitrofenil] (excitaciéna@ 320 nm;
emisién a 420 nm) (Enzo Biochem, Nueva York, NY), respectivamente. Se usé Pepstatin A (5
mg/ml) y Leupeptin (50 mg/ml) (Merck) para inhibir la actividad de las peptidasas asparticas

y las proteasas serina-cisteina, respectivamente.

3.15 Silenciamiento génico

Se obtuvo y se transfectd un ARN pequefio de cabello.especifico de Hsp70 humana (shRNA)
siguiendo la metodologia descrita por Zhu et al. para las células de‘carcinoma hepatocelular

HepG2 [114].

3.16 Xenografts de tumores

Las células AsPC1, cultivadas y recolectadas como se explicd anteriormente, se lavaron y se
re suspendieron en DMEM y se inocularon subcutaneamente en la parte lateral del cuerpo
(5 x 108 células/rata nu-nu, hembra, 12 semanas de edad, Charles River Laboratories). Las
ratas se alimentaron con una dieta estandar (Letica, Rochester Hills, Ml). Se midi6 el
crecimiento del tumor cada 2 dias con calibradores. El volumen del tumor se calculé en mm3
basado en la siguiente férmula, volumen = 0.5a x B2, donde a y b son los didmetros largo y

corto, respectivamente.
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3.16 Configuracion experimental para el tratamiento in vivo

Nuestra configuracion experimental se basé en una técnica previamente descrita por Park
et al. [115]. Los ratones fueron anestesiados con isoflurano, colocados y fijados en una
plataforma de metacrilato, y su cuerpo se sumergié (hasta el cuello) en un bafio.de agua
desgasificado (24 L, 40 x 30 x 20 cm) termorregulado a 37 oC. Se colocé un solenoide (similar
al utilizado in vitro, ver arriba) cerca del tumor para asegurarse de que recibiera aprox. 25
uT. El HIFU estaba compuesto por dos elementos piezoelectricos esféricos<con una
frecuencia de resonancia de 1.0 MHz, 500 W de potencia acustica (rms)y.un didmetro de
60 mm (Scientia BioTech, Valencia, Espafia). Los elementos piezoelectricos se colocaron para
emitir 2 haces ultrasonidos que impactaran el tumor, uno.vertical al tumor y el otro

perpendicular al anterior.

Este arreglo se disefid de manera que la energia disipada fuera lo menos dafiina posible para
los tejidos no cancerosos. En el centro de uno de los elementos piezoelectricos, se utilizd un
escaner de ultrasonido como guia para monitorear la imagen del tumor. Este sistema
permite una reconstruccién en 3D del tejido para la planificacién y una imagen en 2D para
el monitoreo durante el tratamiento. El sistema se ajusté de manera que los dos haces
ultrasonidos emitidos por los elementos piezoelectricos impactaran aproximadamente en
el centro del tumor. Durante.el tratamiento con radiaciones no ionizantes, no se observo
ningln movimiento noticeable en las imagenes de ultrasonido en tiempo real del tumor. Los
ratones fueron tratados una vez al dia durante tres dias consecutivos. En cada sesion, los
ratones_fueron sometidos durante 40 min a los efectos combinados de las EMFs y el HT
inducido por el HIFU. La energia total generada por los dos transductores HIFU en el tumor
fue la correspondiente a una potencia de aprox. 60 W/cm?2. Para asegurarse de que bajo
nuestras condiciones experimentales, se alcanzaba una temperatura de aprox. 52°C dentro
del tumor, en experimentos control previos se inserté un termopar (TE connectivity,
Schaffhausen, Suiza) en diferentes tumores AsPC1 en vivo. Entonces, los tumores fueron
sometidos a la radiacion de HIFU para asegurarse de qué potencia era necesaria para

alcanzar la temperatura requerida. El objetivo de este protocolo era maximizar el efecto
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anticancerigeno tanto como fuera posible, pero teniendo en cuenta las limitaciones del
modelo in vivo. Antes de cada sesidn en la bafiera, los ratones fueron pretratados durante
12 horas con campos electromagnéticos en jaulas de alojamiento para animales. Estas jaulas
estaban rodeadas de una red de cables de cobre adjuntos que permitian a los ratones que
portaban tumores recibir constantemente aproximadamente 25 uT. El objetivo de este
procedimiento era intentar maximizar el efecto de los campos electromagnéticos en. el
tumor en crecimiento. La gemcitabina (50 mg/kg) se administré 1 hora antes de cada

periodo de tratamiento de 3 dias (ver la seccidon de Resultados).
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3.18 Declaracion ética

Todos los experimentos que involucraban animales cumplieron con las leyes e politicas
internacionales (Directiva CEE 86/609, BOE L 358.1, 12 de diciembre de 1987; y Guia del NIH
para el cuidado y uso de animales de laboratorio, NIH Publ. No. 85-23, 1985)'y fueron
aprobados por el comité ético en experimentacién animal de la Universidad de Valencia,

Espafia (ref. n.2 A1454405530866).
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4. Andlisis estadistico

Los datos se presentan como valores medios + SD para el nimero de experimentos
diferentes. Se realizaron andlisis estadisticos utilizando la prueba t de Student, y se

considerd significativo cuando p < 0,05.

5. Resultados: Modelos de GBM, melanoma y cancer de pancreas

humano

Los campos electromagnéticos y la hipertermia disminuyen la viabilidad de las células

cancerosas.

Como se explica en la Introduccién y basado endla configuracién experimental (ver bajo
Materiales y Métodos), la exposicién ados campos electromagnéticos no se asocié con un
aumento de la temperatura de la cultura celular por encima de 37 °C. Por otro lado, el
protocolo para generar hipertermia en condiciones in vitro se disefié pensando en su
potencial aplicacion in vivo. Un enfoque eventual in vivo para aumentar la temperatura del
tumor deberia ser a) rapido y especificamente enfocado en el tumor, y b) en una escala de
temperatura que deberfa causar dafios limitados a los tejidos normales cerca del tumor. Con
este fin, sometimos a las células cancerosas a un rango de temperatura desde 37 °C hasta
un maximo de 52 °C. Este rango de temperatura es facil de alcanzar con diferentes
metodologias, y (si se enfoca correctamente en el tumor) deberia causar efectos
secundarios limitados en los tejidos peritumorales normales. Como demostracion de
concepto, inoculamos células cancerosas AsPCl subcutdneamente en ratones
inmunodeficientes desnudos (n = 5) [116]. Dos semanas después de la inoculacién, el
volumen del tumor alcanzd 75-100 mm, y se calenté in vivo durante 20 o 40 min con un
dispositivo experimental de HIFU que llevaba un solo transductor (Holosonic S.L., Valencia,
Espafia). Observamos que a) la temperatura interna del animal (controlada por una sonda

térmica colocada en el recto) permanecié por debajo de 38 °C; mientras que b) la
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temperatura del tumor (controlada por una sonda colocada en la piel peritumoral) pudo ser
aumentada hasta 52 °C en menos de 1 min. La forma espacial del haz de HIFU era Gaussiana,
proporcionando suficiente precisidon en el calentamiento del tumor, por lo que solo la piel
gue rodeaba al tumor mostré inflamacién (grado 2 después de 20 miny grado 3 después de
40 min de tratamiento con HIFU). La inflamacion se puntud de 0 a 4 de la siguiente manera:
0 (ninguna), 1 (aumento aparente de PMN en los vasos y migracidn de estas células hacia el
tejido adyacente en la cercania de los vasos), 2 (mas difuso, pero todavia relativamente
escaso), 3 (intermedio entre 2 y 4) y 4 (maxima densidad de PMN). Una vez se detuvo la
energia de HIFU, la temperatura del tumor volvié a 372C en . menos de 2 minutos, una
disminucién de temperatura favorecida por los bien conocidos mecanismos de pérdida de
calor fisioldgicos. Este experimento in vivo preliminar confirmé que el HT focalizado (incluso

hasta 522C) es viable y puede tener efectos secundarios limitados.

Como se muestra en la Figura 1A, €n condiciones in vitro, los campos electromagnéticos
(100-200 kHz x 4h) afectan ligeramente la viabilidad de tres lineas celulares diferentes de
cancer. El HT hasta 520C x 40 min causé una disminucion significativa (aunque limitada) en
la viabilidad (alrededor del 72% en células A2058, 77% en AsPC1y 46% en células MDA-MB-
231 de los valores de control) (Figura 1B). Sin embargo, como se muestra en la Figura 1C, la
combinacion de campos electromagnéticos y HT causé una disminucion mucho mayor en la
viabilidad celular (alrededor del 16%, 50% y 21% de los valores de control en las células
A2058, AsPC1y MDA-MB-231, respectivamente) después del protocolo de 4 horas descrito
en la'leyenda de la Figura 1. Importante, en el periodo de 24 horas siguiente, la poblacién
celular del tumor no recuperd su viabilidad y disminuyé a alrededor del 2,1% (A2058), 3,8%
(AsPC1) y 1,6% (MDA-MB-231) de los valores de control (Figura 1C). Esto indica que el dafio
causado por la combinacién de radiaciones no ionizantes (NIR) es grave. Sin embargo, esta
disminucién drastica en la viabilidad celular podria ser engafiosa, ya que las células
cancerosas, en condiciones in vivo, pueden implementar mecanismos para resistir el efecto

de las NIR, adaptarse, sobrevivir y crecer de nuevo. Ademas, in vivo, las complejas
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estructuras que rodean el tumor (estroma, vasculatura y otras células), mas los factores
paracrinos y sistémicos, pueden favorecer su supervivencia. Sabemos que incluso un
pequeno% de un tumor sobreviviente puede seguir, a posteriori, un patron de crecimiento
explosivo. Por lo tanto, es clave considerar que la combinacion de campos
electromagnéticos y HT puede no ser suficiente y necesitar ser combinada ‘con otras

oncoterapias.

Como se muestra en la Fig. 2A, el tratamiento con EMFs y HT (protocolo de 4 horas; como
en la Fig. 1C) no caus6 cambios significativos en la distribucién del ciclo celular de las células
cancerosas estudiadas. Sin embargo, es notable que la pérdida deviabilidadcelular inducida
por EMFs y HT estd principalmente asociada a una apoptosisimasiva (Fig. 2B). El efecto de
EMFs o HT, ensayados por separado, no cambiaron esta tendencia, por ejemplo, en el caso
de las células A2058, la pequefia disminucion en la viabilidad celular inducida por EMFs o
HT (Fig. 1C) también estd asociada con la apoptosis (aprox. 71 £ 7% de células no viables en
el caso de EMFs y 87 + 6% en el caso.de HT fueron identificados como apoptéticos, n =5 en
ambos casos). Las imagenes de microscopio invertido mostraron que el tratamiento con
EMFs + HT causa cambios drasticos en la forma de las células cancerosas cultivadas (Fig. 3A).
Es importante destacar que las células tratadas con EMFs y HT no se recuperaron en las
siguientes 24 horas (Fig. 3A), sugiriendo que a) el dafo causado a las células cancerosas no
es reversible y b) las pocas células restantes podrian estar en una posicién de debilidad
particular contra el efecto citotoxico de los farmacos quimioterapéuticos. Andlisis de muerte
celular (Fig. 3B) y el aumento en la deteccién citosdlica del factor inductor de apoptosis y
citoquina C (Fig. 3C) confirmaron aun mds la activacion de la muerte celular por apoptosis

inducida por EMFs y HT.
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5.1 EMFs y HT aumentan la generacién de ROS y la liberacidn de sefiales de

muerte de las mitocondrias

Se analizé mas a fondo la induccion de la muerte celular por EMFs y HT. Nos concentramos
en la combinacién de EMFs y HT debido a su efecto sinérgico en la viabilidad dedas células
cancerosas. Como se muestra en la Tabla 1, el tratamiento con EMFs y HT aumenta el
consumo de 02 y la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células
cancerosas. Estos efectos se asocian con una disminucién en MMP, mtGSH y mtATP [todos
como consecuencia del dafio causado por el aumento en ROS [117]; y también con un
aumento en la actividad caspasa 3 citosolica (Tabla 1), AIF y ciocromo C (Fig. 3C) [(ejecutores
clave de la apoptosis [118]. Todo esto demuestra que EMFs y'HT activan les mecanismos
moleculares de muerte apoptdtica dependiente de las mitocondrias. Se sabe que la
inhibicién de la produccidn de energia celular, la generacion de RQOS, el desequilibrio de la
homeostasis de calcio celular o las sefiales de muerte celular extracelular, son todos
estimulos capaces de inducir apoptosis o necrosis. La tasa relativa de estos dos procesos
(activacion de proteasas y endonucleasas versus catastrofe bioenergética) determina si una
célula experimentard necrosis primaria .o apoptosis [118], un hecho que suele reflejar la
heterogeneidad de una poblaciéon celular cancerosa en crecimiento. A pesar de esto, EMFs
y HT causan principalmente muerte celular por apoptosis, mientras que solo un pequefio
porcentaje corresponde a necrosis (Fig. 2B). A partir de aqui, queda por dilucidar si la
activacion de la muerte celular es una consecuencia directa de la accion de NIR en las

mitocondrias o secundariaa otros mecanismo(s).

5.2 EMFs y HT aumentan la permeabilidad lisosdmica

La respuesta celular al calor (HS) implica las proteinas de choque térmico (HSP). Hsp70 es el
sistema HSP principal, brinda termo tolerancia y tiene un papel central en la traduccidn,

post-traduccidn, prevencién de agregados y refolding de proteinas agregadas [119]. Hsp110,
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un cofactor de Hsp70, puede proporcionar una mayor tolerancia a la exposicién celular a
temperaturas extremas [120]. En las células cancerosas, Hsp70 podria ser clave, ya que esta
sobre-expresado en diferentes cdnceres y también juega un papel anti-apoptodtico
favoreciendo la supervivencia de las células cancerosas (p. €j., Ciocca 2005 [121]). Como se
muestra en la Fig. 4A, los niveles de Hsp70 no se ven significativamente afectados después
de la exposicion a EMFs y HT (protocolo de 4 horas, como en la Fig. 1C), y solo 24 horas
después de la exposicidn, observamos en células MDA-MB-231 una disminucion de aprox.
36% en comparacion con los controles. Sin embargo, Hsp110 desaparece practicamente
después de la exposicion a EMFs y HT, y sus niveles no se recuperan en el siguiente periodo
de 24 horas (Fig. 4A). Estos resultados muestran, en diferentes células cancerosas, que los
niveles de Hsp70 permanecen en (o cerca de) los valores decontrol a pesar.de la exposicion

a EMFsy HT.

Nylandsted et al. (2004) [122] informaron que Hsp70 se encuentra en los lisosomas de las
células cancerosas, pero raramente en las de las células normales, lo que facilita la
supervivencia de las células cancerosas. manteniendo la integridad lisosémica. Las HSP
normalmente se unen a las membranas lipidicas y facilitan la estabilizacion de la membrana
plasmatica durante condiciones de estrés [123]. La permeabilizacion de la membrana
lisosdmica (LMP) se asocia con la liberacidn al citosol de las catepsinas cisteina y aspartato

[124], que son conocidos inductores de la muerte celular apoptdtica [125].

Como se muestra en la Fig. 4B, el tratamiento con EMFs y HT (protocolo de 4 horas, como
en la Fig. 1C) provoca un aumento en las actividades de las catalasas citosoélicas (vea también
la Fig. 4C que muestra el contenido lisosémico difundiéndose en el citosol), sugiriendo que
este aumento podria ser el mecanismo subyacente que activa la muerte celular apoptodtica
dependiente de las mitocondrias (Fig. 2B). Para probar esta hipétesis, silenciamos la

expresion de Hsp70 en las células AsPC1 antes de someterlas al efecto de EMFs y HT. Usamos
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estas células como prueba de concepto debido a su relativa resistencia a EMFs+HT a corto
plazo (4 horas) (Fig. 1C). EMFs y HT (protocolo de 4 horas, como en la Fig. 1C), causaron una
disminucién en la viabilidad de las células AsPC1 salvajes a aprox. 47% de los valores de
control (las células necrdticas, basadas en el andlisis microscépico, fueron <4% de las células
no viables). El mismo estrés inducido por EMFs y HT en las células AsPC1 con knockout de
Hsp70 (dependiente de shRNA) disminuyd drasticamente la viabilidad a aprox. 5% de los
valores de control (% de células apoptdticas y necrdticas, basadas en el andlisis
microscopico, fue de aprox. 27 y 73% de células no viables, respectivamente) (p <0,01
comparando células AsPC1 con knockout de Hsp70 vs célulassalvajes AsPC1, n'=5). La Fig.
Suplementaria S1 muestra que, en las células AsPC1 tratadas con EMFs y HT, la actividad de
las catalasas citosdlicas aumenta aun mas en el subconjunto de células.con knockout de
Hsp70. El mayor % de células necréticas en las células AsPC1 con knockout de Hsp70 no es
sorprendente, ya que una permeabilizacion masiva.de la membrana lisosémica tipicamente
resulta en muerte celular subapoptética© necrdtica (Boya 2008) [125]. Juntos, estos datos
sugieren una relacion directa entre la permeabilizacion de la membrana lisosémica inducida
por EMFs y HT, Hsp70, catalasas y la activacion de la muerte celular dependiente de las

mitocondrias.

5.3 Estrategias para complementar el efecto anti-cancer de los EMF y HT vy

facilitar la eliminacion completa de las células cancerosas

El objetivo principal de cualquier estrategia anti-cancer es lograr la eliminacion completa de
todas las células cancerosas en crecimiento. Como se muestra en la Fig. 1C, en nuestras
condiciones experimentales, la exposicidon a los EMF y HT no mata a todas las células
cancerosas. La marcada resistencia de las células malignas a una temperatura tan alta como
52 °C es sorprendente. Sin embargo, como se explicé anteriormente, la viabilidad celular

extremadamente baja encontrada 24 horas después del tratamiento con EMF y HT puede
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ser enganosa. Por lo tanto, para hacer que nuestra estrategia sea lo mas eficaz posible,
investigamos primero la combinacién de EMF y HT con la quimioterapia estandar
actualmente en uso contra los tipos de cdnceres ensayados [126-128]. Como se muestra en
la Fig. 5, la combinacién de EMF, HT (protocolo de 4 horas como en la Fig. 1C) y paclitaxel
(PAC, en células A2058 y MDA-MB-231) o gemcitabina (GEM, en células AsPC1) disminuyo
drasticamente la viabilidad celular del cancer a aprox. 2,6% (A2058), 5,3% (AsPC1) y 1,7%
(MDA-MB-231) de los valores de control. La viabilidad celular se midié nuevamente 24 horas
después de la exposicidén a la combinacién de EMF + HT + quimioterapia y no se encontré
célula viable (Fig. 5). En este ultimo periodo de 24 horas, se renové el medio.de cultivo para

eliminar la presencia de PAC o GEM.

Ambos medicamentos se incubaron a concentraciones (1 uM paclitaxel, 25 uM gemcitabina)
gue reflejan las concentraciones biodisponibles medidas después de su administracion in

vivo y durante el periodo de tiempotutilizado en nuestros ensayos in vitro.

Ambos farmacos fueron incubados a concentraciones (1 uM de paclitaxel, 25 uM de
gemcitabina) que reflejan las concentraciones biodisponibles medidas después de su

administracidn invivo y durante el periodo de tiempo utilizado en nuestros ensayos in vitro.

El PAC se administra a dosis de 100-250 mg/m2 IV (infusion de 24 horas) (www.cancer.org).
Tomando la dosis mas baja de 100 mg/m2, y aproximadamente 1,8 m2/70 kg en humanos,
esa dosis significa aproximadamente 2,6 mg/kg x 24 horas 0 0,107 mg/kg x h (0,428 mg/kg
x 4 horas). El contenido de agua en el cuerpo humano es de aproximadamente 0,7 L/kg de
peso corporal. Por lo tanto, un paciente recibird aproximadamente 0,612 mg de PAC/L de
agua corporal x 4 horas. Dado que 854 ug de PAC/L son equivalentes a 1 uM (ligeramente

por encima de la concentracidn esperada utilizando la dosis de 100 mg/m2, usamos 1 uM
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de PAC en nuestros experimentos. De hecho, los niveles de plasma de PAC libre son cercanos

a 1 uM durante un periodo de 4-5 horas después de una dosis IV de 135 mg/m2 [129].

GEM se administra generalmente en una infusion intravenosa de 1000 mg/m2 durante 30
minutos una vez a la semana por 7 semanas (www.cancer.org). Esto significa 25.7 mg/Kg x
30 min o 36.7 mg de GEM/L de agua corporal x 30 min. Sin embargo, aunque 263 g de
GEM/L son equivalentes a aprox. 139 uM, las concentraciones promedio de GEM en plasma
oscilan alrededor de 32 @M 30 min después de una dosis de 1000 mg/m2, 8 uM a los 60 min
y niveles indetectables a los 120 min [130]. Basandonos en esta farmacocinética, calculamos
una concentracion de 25 uM para agregar al medio de cultivo 30 min antes de terminar el

periodo de 4 horas (como se muestra en la Figura 1C).

Basandonos en los EFMs y en el efecto de la LMP inducida por HT (ver arriba), investigamos
también si las moléculas capaces de aumentar la LMP podrian mejorar el efecto
antineoplasico de los EFMs y HT..Con este fin, ensayamos primero un polifenol natural, el
pterostilbene (PT), que ha demostrado tener propiedades de LMP, asi como otros efectos
antineopldsicos [131]. Como se muestra en la Figura 6, el PT (20 uM x 4h) solo disminuyd
ligeramente el nUmero de células cancerosas viables en comparacién con los valores control.
La concentracion de este polifenol se selecciond basandose en criterios farmacocinéticos
[132]. EI PT se puede administrar in vivo en forma de sal disddica de fosfato de PT (LGC
Standards, Middlesex, UK) para garantizar que la concentracién seleccionada de PT pueda
llegar al tumor sin efectos secundarios sistémicos durante un periodo equivalente a aquel
utilizado en las condiciones in vitro (Estrela JM, observaciones no publicadas). Cuando se
combinaron los EFMs y HT (como en la Figura 1C) con el PT, el nimero de células cancerosas
viables disminuyé a aproximadamente 7,5% (A2058), 32,7% (AsPC1) y 6,7% (MDA-MB-231)

de los valores control (Figura 6).
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Ademas, también probamos una terapia anti-Hsp70 con apoptozole (Az, N-(4-
carboxamidobenzil)-2-(3,5-bis-trifluorometil)-4,5-bis-(4-metoxifenil)-imidazol, Merck). Az
es una pequefia molécula que inhibe la actividad ATPasa de Hsp70 al unirse a su dominio
ATP pasa sin afectar otros Hsp, e induce la muerte celular por apoptosis del cancer a través
de la activacion de caspasa [133]. Los valores IC50 de Az fueron 4,5+0,3,5,0+ 0,5y 4,0+
0,2 uM para las células A2058, AsPC1 y MDA-MB-231, respectivamente (n = 5 en todos los
casos). Como se muestra en la Fig. 6, Az solo redujo el niUmero de células cancerosas viables

a aproximadamente 74 (A2058), 72 (AsPC1) y 60 (MDA-MB-231) % de los valores‘de control

(Fig. 6).

Cuando se combinaron las EMFs y HT (como en la Fig.'1C) con Az, el'nimero de células
cancerosas viables disminuyd a 0 (A2058), 7;5 (AsPC1) y 0 (MDA-MB-231) % de los valores

de control (Fig. 6).

5.4 La combinacion de EMFs, HT y quimioterapia estandar induce la regresion

de injertos de cancer de pancreas humanos.

Como una prueba de concepto de nuestra estrategia terapéutica, investigamos si la
combinacion de EMFs y HT inducido por HIFU podria mejorar el efecto de la quimioterapia
estandar en un carcinoma de pancreas humano que crece en ratones. Los xenotrasplantes
de AsPC1 fueron tratados con gemcitabina, EMFs y HT inducido por HIFU o la combinacién
triple. Como se muestra en la Figura 7, la gemcitabina, administrada a un MTD [134], afecté
ligeramente el crecimiento del cancer (aprox. 22% de inhibicidn en comparacién con los
controles 35 dias después de la inoculacién). El efecto del tratamiento con EMFs y HIFU
disminuyé el volumen del cancer a aprox. 14% de los controles; mientras que la combinacién

de EMFs + HIFU + gemcitabina disminuyd el volumen del cancer a aprox. 3-4% de los
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controles 35 dias después de la inoculacién. Importante, en nuestras condiciones
experimentales, no se observaron efectos secundarios adicionales cuando se agregaron los
EMFs y HT a la quimioterapia. Estos resultados demuestran la eficacia potencial de nuestra
estrategia. La drastica reduccién del crecimiento del cancer de pdancreas (Fig. 7) puede
facilitar su eliminacién por cirugia o por tratar al animal/paciente portador del tumor con

una terapia adicional enfocada (como se sugiere arriba).
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6. Discusion

é¢Las EMFs causan calentamiento de las células? El mecanismo por el cual el campo
magnético oscilante puede causar calentamiento del tejido es mediante la induccién de
corrientes Foucault (o Eddy) en el tejido [135]. Estas corrientes giran alrededor de las lineas
de campo magnético en el tejido y, por el efecto Joule, podrian calentar las células
tumorales. Un efecto debido a la conductividad, o, del tejido vivo. Esta conductividad
proporciona la ruta para las corrientes Eddy microscdpicas que fluyen en caminos circulares.
La potencia por unidad de masa (P) que calienta las células se da por la siguiente ecuacién:
P =m2.B2.d2.f2/(6.p.D). Donde B es la densidad de flujo magnético, d es la profundidad del
tejido sobre la que se proporciona el campo magnético, f es la frecuencia del campo, p es la
resistividad del tejido (inversa a la conductividad eléctrica) y D es la densidad de masa del

tejido [136].

En el tejido tumoral, la conductividad puede ser hasta cinco veces mayor que la de los tejidos
saludables y tiene unvalor aproximadode 0,15 Siemens/m en 100-300 kHz [137]. La D para
los tejidos bioldgicos es variable (entre 900-1050 Kg/m3), pero se puede aproximar a la del
agua, 1000 Kg/m3 [138]. En nuestra configuracion experimental, el valor de P es < 20 pW/Kg,
lo que es muy bajo. Por lo tanto, el mecanismo relacionado con el efecto de los campos
electromagnéticos no se debe al calentamiento. El efecto sinérgico con la hipertermia podria
atribuirse; al menos en parte, a un aumento de la conductividad asociado con un aumento

en la movilidad de las moléculas cargadas.

Los métodos de calentamiento utilizados para el tratamiento del cancer incluyen a)
calentamiento electromagnético [es decir, en orden ascendente de frecuencia y en orden

descendente de penetracién, capacitivo (utilizando electrodos metdlicos y 8-25 MHz) o
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radiofrecuencia radiativa (utilizando antenas colocadas extra corporalmente con
frecuencias de operacién que van desde 60 MHz hasta 150 MHz), calentamiento con
microondas (400-2500 MHz), e infrarrojo (utilizando lamparas infrarrojas, frecuencia > 300
GHz) y calentamiento con laser]; b) ultrasonidos (energia acustica en frecuencias de 0.5-10
MHz); c) perfusion hipertermia, generalmente combinada con quimioterapia; d)
calentamiento conductor, como implantes intersticiales de agujas metdlicas con agua
caliente y semillas termo-palladio-niquel; y e) nanoparticulas magnéticas, expuestas a un
campo magnético externo (0.1-0.2 MHz) [101]. Todos estos métodos tienen pros'y contras.
La HIFU se refiere a intensidades> 5W/cm?, que producen efectos térmicos y mecanicos,
generando un aumento de temperatura localizado en los tejidos. La administracion de HIFU
permite un tratamiento preciso de las areas objetivo, donde la lesién al tejido circundante

dependera de la temperatura alcanzada y del tiempo de exposicion.

En este sentido, dado que la energia ultrasdnica se enfoca en un volumen especifico de
tejido, es clave tener en cuenta que’la temperatura disminuird (basada en un modelo
gaussiano) a medida que nos alejamos de ese volumen especifico. Por lo tanto, para
minimizar el dafo a los tejidos normales pero preservando la mayor eficacia posible, la
combinacion de EMF y HIFU puede ofrecer las siguientes ventajas: a) los EMF de RF no se
han informado de tener alguna toxicidad significativa para los tejidos normales; b) el HIFU
guiado por resonancia magnética (MRgFUS) puede dirigirse a volimenes especificos de
canceres (tan pequeiios como unos pocos mm de diametro); c) el HIFU se puede aplicar
utilizando un programa de matriz rapida (una vez que se localiza el objetivo y se reconstruye
el volumeny la forma deltumor en un sistema de computadora, el programa puede disefiar
la aplicacién secuencial de HIFU en una serie de puntos especificos, maximizando asi la
eficiencia); d) trabajar con EMF y HIFU permite limitar el aumento de temperatura a un nivel
gue puede preservar mejor los tejidos normales circundantes; e) un disefio holografico de
las unidades transductoras piezoeléctricas de HIFU (por ejemplo, la patente
W02020/084181A1) puede reducir su nimero vy, por lo tanto, simplificar el sistema; f) si es
necesario, los EMF y HIFU se pueden aplicar varias veces (por ejemplo, una vez al dia) para

maximizar su eficacia in vivo. Basado en estas consideraciones técnicas, la combinacion de
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EMF y HIFU se puede implementar facilmente para transferir nuestros hallazgos a

aplicaciones in vivo (ver Fig. 7). (Primeras 33)

Ademads, tanto los campos electromagnéticos como el ultrasonido focalizado de alta
intensidad (HIFU) son técnicas no invasivas que se pueden combinar con otras terapias
contra el cancer (ver Resultados). En este sentido, la presente contribucién ofrece algunas
opciones efectivas. Los campos electromagnéticos y la terapia hipertermia (HT)se pueden
combinar con la quimioterapia convencional (Fig. 5 y Fig. 7). Por/otro lado, los.campos
electromagnéticos y la HT también se pueden combinar con inductores de la muerte celular
lisosomal (LMP), como el PT o un farmaco especifico dirigido contra Hsp70 (Fig. 6). En la
actualidad, el PT se ha probado en ensayos clinicos para diferentes indicaciones, pero nunca
se ha administrado por via intravenosa a los humanos. Curiosamente, la administracion oral
de co-cristales de PT (como los de PT y acido picolinico, www.circecrystal.org), que
aumentan la biodisponibilidad del PT hasta 5-10 veces en comparacién con el estilbeno
natural solo, puede evitar la necesidad de usar la administracion intravenosa. Y aun asi,
lograr la concentracién intratumoral del polifenol necesaria para aumentar la permeabilidad
lisosomal. A favor del uso terapéutico del PT esta su potencial para disminuir las defensas
antioxidantes dependientes de Nrf2 en las células cancerosas [116]. Por otro lado, los
ensayos que involucran una terapia especifica dirigida contra Hsp70 aun estan en sus
comienzos. Ademas, recientemente, algunos fadrmacos anticancerigenos lisosomotrépicos
(por ejemplo, nortriptilina, siramesina, desipramina) y sus nano formulaciones se han
disefiado para acumularse especificamente dentro de estos orgdnulos. Estos farmacos
pueden/ mejorar LMP o interrumpir la actividad de enzimas y complejos proteicos
residentes, como v-ATPasa y mTORC1 [45] (se puede encontrar una lista de inductores de la
muerte celular lisosomal en, por ejemplo, Domagala 2018 [46]). Mecdnicamente, un
aumento en la actividad de la catepsina citosdlica desencadena la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial a través de la escisiéon de Bid, o a través de la activacion de

fosfolipasa A2 y el consiguiente aumento de dacido araquiddnico [141]. Ademas, las
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catepsinas pueden causar directamente la condensacién de la cromatina [48], mientras que
la acidificacidon del citosol también puede llevar a la activacién de L-DNAasa Il y la

cromatindlisis [143].

Otro aspecto interesante que merece una investigacion adicional es el posible papel de las
HSP mitocondriales en estos mecanismos. La generacién de ROS aumenta con la
temperatura [144] (Tabla 1). Por lo tanto, es posible que las HSP mitocondriales (en
particular Hsp70), ademds de sus funciones en el transporte’y plegamiento de proteinas,

protejan las proteinas y el ADN mitocondriales del dafio térmico y de ROS.

Inicialmente, no hay razones que impidan una combinacién multiple, por ejemplo, EMFs +
HT + quimioterapia + un permeabilizador lisosomal, que también es una opcidn factible en
caso de encontrar una resistencia inesperada de las células cancerosas in vivo. En todo esto,
los estudios preclinicos y los ensayos clinicos seran pasos necesarios. Naturalmente, no hay
restricciones estrictas para combinar EMFs y HT con otras opciones terapéuticas especificas
para ciertos tipos de cancer disponibles (o aun en proceso de implementacién), como la
inmunoterapia o la terapia dirigida a sefializacion. También es importante tener en cuenta
los posibles efectos contraproducentes de algunos estabilizadores lisosomales, como el
acido acetilsalicilico o la hidrocortisona [145]. Este tipo de medicamentos deben evitarse

durante el tratamiento del cdncer con nuestra estrategia.

A pesar de las diferencias en los antecedentes genéticos y el comportamiento in vivo entre
las células cancerosas, la combinacién de EMFs y HT parece afectarlas de manera similar
(ver p. ej., Fig. 1C) y basarse en el mismo mecanismo (ver p. ej., Tabla 1y Fig. 4). No obstante,
los niveles de Hsp70 son un claro ejemplo de un mecanismo de resistencia a la hipertermia.

Hsp70 inhibe la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial, reduce la
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activacion de caspasa y neutraliza la AIF [146]. Ademas, Hsp70 también se localiza en las
membranas lisosomales y puede proteger la LMP inducida por diferentes estimulos [147].
Por lo tanto, aunque los posibles mecanismos de resistencia a EMFs y HT deberian ser
explorados en profundidad, es alentador el hecho de que ambas energias, si se aplican en
los niveles y tiempo correctos, parecen ser altamente efectivas tanto in vitro como, como se

muestra en la Fig. 7, in vivo.

64



7. Conclusion

Este trabajo demuestra que la combinacién de EMFs y la hipertermia dana a diferentes
células cancerosas humanas. La eficacia de este tratamiento puede mejorarse aun mas
utilizando inductores de LMP (como PT) o un farmaco especifico dirigido contra Hsp70, y
posiblemente complementar otras terapias oncoldgicas actuales. Esta estrategia, que puede
aplicarse directamente a modelos in vivo y pacientes, puede ayudar a_ cambiar el sombrio

resultado de diferentes tipos de cancer con altas tasas de mortalidad.
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7.5 Apéndice A. Datos suplementarios

Los datos suplementarios para este articulo se pueden encontrar en linea en

https://doi.org/...............
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8. Anexos

Tabla 1.

Efecto de EMFs y HT en la generacién de ROS y los mecanismos moleculares de apoptosis.

Todos los parametros se midieron en células cancerosas después de la exposicion a EMFsy

HT (protocolo de 4 horas como en la Fig. 1C). *p <0,05, **p <0,01 en comparacién con los

controles no tratados (n = 5-6).

A2058 AsPC1 MDA-MB-231
- + EMFs+HT - + EMFs+HT - + EMFs+HT
(pm?j,:g?:ﬂpff;n) 627 +79 1067 + 165" 784 + 102 1226 + 188" 551+ 82 1046 + 124"
(mm':;‘e’;,s x min) 0.77 £0.10 1.56+0.31™" 0.94 0.15 1.47%027" 0.62+0.13 1.24 £0.29"
(“mmo?::"s  min) 0.33 +0.04 0.69+0.12" 0.45 + 0.07 0.72+ 045" 0.26 + 0.05 0.48 +0.09""
(TPM accum":,ﬂfm ratio, %) 100+ 5 42315 100 + 4 56+ 16" 1006 35+ 12"
{,,m,,m??,:_."s) 42109 20£05" 28106 1.3£05" 3.5£0.7 15205
Tr::‘IP 1.05 £ 0.10 0.52+0.14™ 0.96  0.12 0.41+0.09™ 0.92 +0.13 0.33 +0.08""
Caspase 3 1874046  3.66+0.39" 1674035  315:042" 205+051  414+0867"

(pmol/10® cells x min)
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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8.1 Explicacion de figuras

Figura 1

Fig. 1. Efecto de los EMFs y la HT sobre la viabilidad de células cancerosas. (A) Efecto de los
EMFs. Las células cancerosas se sembraron y 24 horas después se expusieron a EMFs (100-
500 kHz x 1-5 h). Los valores de control (0 kHz) fueron de 1.14 + 0.03 A2058, 1.13 + 0.04
AsPC1y 1.20 + 0.05 MDA-MB-231 (x 106) células viables (n = 5 en todos los casos). *p <0.05
comparando todas las condiciones versus los controles (0 kHz) (n =5). (B) Efecto de la HT.
Las células cancerosas se sembraron y 24 horas después se expusieron a HT (42-52 oC x 20-
40 min). *p <0.05, **p <0.01 comparando todas las condiciones versus los controles (37 oC);
++p <0.01 comparando 40 min versus 20 min (n = 5). (C) Efecto de los EMFs y la HT. Las
células cancerosas se sembraron y 24 horas.después se expusieron a EMFs (100 kHz x 4h) y
HT (52 oC x 40 min, desde el minuto 120 hasta el minuto 160 del periodo de 4 horas en el
que las células estuvieron constantemente expuestas a los EMFs). Luego, las células
sobrevivientes se cultivaron durante24 horas adicionales sin mas exposicion a los EMFs y la
HT. *p <0.05, **p <0.01 comparando todas las condiciones versus los controles; ++p <0.01

comparando 24h versus 4h.

Figura 2

Efecto de EMFs y HT en la distribucion del ciclo celular y el tipo de muerte en células
cancerosas. (A) Analisis de citometria de flujo de la distribucién del ciclo celular después de
la exposicion a EMFs y HT como en la Fig. 1C (n = 5). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar el tratamiento con EMFs+HT y los controles. (B)
Andlisis de citometria de flujo de la apoptosis y necrosis inducidas por EMFs y HT
(tratamiento como en la Fig. 1C). *p < 0.01 al comparar Q1 (células necrdticas), Q2 (células
apoptoticas tardias) y Q4 (células apoptéticas tempranas) versus Q3 (células saludables); y

+p < 0.01 al comparar EMFs y HT versus controles sin tratar (n = 5).
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Figura 3

Efecto de EMFs y HT en la activacién de la muerte apoptdtica en células cancerosas.
(Imagenes de microscopio invertido (aumento x 10) de células cancerosas tratadas con EMFs
y HT (como en la Fig. 1C) que muestran los drasticos cambios morfolégicos asociados con la
pérdida de viabilidad. (B) Andlisis de muerte celular, después del protocolo de 4 h (Fig. 1C),
basado en la tincidn de Hoescht 33342 y yoduro de propidio (Pl) y el ensayo de etiquetado
TUNEL (ver en Métodos). La viabilidad celular en los matraces de control fue >98% en todos
los casos. *p < 0.01 al comparar células no viables versus células viables (n = 5). (C) Western
blots para la deteccion de citocromo C y AIF en la fraccidén citosdlica (todos realizados
inmediatamente después del protocolo de 4 h, Fig. 1C). El analisis densitométrico (u.a.,
unidades arbitrarias) representa los valores medios + SD de 4 experimentos diferentes por
linea celular [*p < 0.01 al comparar células tratadas con EMFs y HT (4h como en la Fig. 1C)

versus controles sin tratar].

Figura 4

Efecto de EMFs y HT en HSP70 y HSP110 y permeabilidad lisosomal. (A) Se midieron los
niveles de proteina (western blots) de Hsp70 y Hsp110 en células cancerosas después de la
exposicion a EMFs.y HT (protocolo de 4 horas como en la Fig. 1C) y 24 horas después de la
exposicidon (*p <0.01, comparando células tratadas con EMFs y HT versus controles no
tratados). El andlisis densitométrico (a.u., unidades arbitrarias) representa los valores
medios + SD para 4-5 experimentos diferentes por linea celular y punto de tiempo. (B) Se
midieron las actividades de catepsina de cisteina y aspartato en la fraccidon citosdlica
después dela exposicion a EMFs y HT (protocolo de 4 horas como en la Fig. 1C) (n =4-5, *p
< 0.01, comparando células tratadas con EMFs y HT versus controles no tratados). (C) Se
realizé una tincién lisosomal (LysoTracker) en las células cancerosas (imagenes
representativas), después del protocolo de 4 horas (como en la Fig. 1C), que muestra la

difusién inducida por EMFs y HT del marcador lisosomal al citosol.
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Figura 5

Efecto de EMFs, HT y quimioterapia sobre la viabilidad de células cancerosas. Las células
cancerosas fueron sembradas 24 horas antes de comenzar los tratamientos. Las células
fueron tratadas con EMFs y HT (4 h) como en la Figura 1C. El paclitaxel (PAC, 1 M) estuvo
presente en el medio de cultivo durante el protocolo de 4 h (Figura 1C). La gemcitabina
(GEM, 25 uM) estuvo presente en el medio de cultivo durante los ultimos 30 minutos del
protocolo de 4 h. Al final del periodo de tratamiento de 4 h, el medio de cultivo fue'cambiado
y las células fueron mantenidas en cultivo durante 24 horas adicionales.” *p < 0.01
comparando todas las condiciones versus los controles; +p < 0.01 comparando

EMFs+HT+PAC o0 EMFs+HT+GEM versus PAC o GEM (n = 5).

Figura 6

Efecto de EMFs, HT y un permeabilizador natural de la membrana lisosomal o una terapia
anti-Hsp70 dirigida en la viabilidad de células cancerosas. Las células fueron tratadas con
EMFs y HT como en la Fig. 1C. Pterostilbeno (PT, 20 uM) o apoptozol (Az, 4-5 uM,
dependiendo de los valores de IC50 descritos en la seccién de Resultados) se agregaron al
medio de cultivo justo antes (PT) o 12 horas antes de comenzar el protocolo de 4 horas (Az)
(como en la Fig..1C). *p <0.05, **p <0.01 comparando todas las condiciones versus

controles; ++p<0.01 comparando EMFs+HT+PT o EMFs+HT+Az versus PT 0 AZ (n = 5).

Figura 7

Efecto de EMFs + hipertermia inducida por HIFU y gemcitabina en el crecimiento del
carcinoma de pancreas AsPC1. Se inocularon células cancerosas subcutdneamente el dia O
y se traté a los ratones con EMFs y HIFU segun se describe en Materiales y Métodos. EMFs
y HIFU se aplicaron una vez al dia durante tres dias consecutivos (de lunes a miércoles)

durante dos semanas consecutivas a partir del dia 14 después de la inoculacién del tumor.
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Se administré gemcitabina (50 mg/kg) dos veces, en los dias 14 y 21. *p <0.05, **p <0.01
comparando todas las condiciones versus controles; ++p <0.01 comparando EMFs+HIFU-

Gemocitabina versus EMFs+HIFU (n = 12 ratones por grupo experimental).
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8.3 Aspectos destacados de la investigacion

e El tratamiento efectivo contra los cdnceres con altas tasas de mortalidad sigue

siendo una necesidad insatisfecha.

e Este trabajo demuestra que la combinacién de campos electromagnéticos y la
hipertermia causan un dafio irreversible a diferentes células cancerosas (es decir,

melanoma, cancer de pancreas y cancer de mama).

e El mecanismo implica la permeabilizacion de los lisosomas, la liberacién de
catepsinas al citosol y la activacién de la muerte celular dependiente de las

mitocondrias.

e La combinacién de campos electromagnéticos y hipertermia con quimioterapia
estandar, moléculas que promueven aun mas la permeabilizacién lisosomal y/o una
terapia anti-Hsp70 dirigida, puede eliminar completamente las células cancerosas.

Esta estrategia terapéutica esta respaldada por evidencias in vitro e in vivo.
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Figura 1
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Figura 2 A
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Tabla 1
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8.4 Materiales suplementarios

Western blots en triplicado

Fig. 3C
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Fig. 4A
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Fig. S1.A
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